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1 Einleitung
1.1 Das Epstein-Barr Virus
1.1.1 Verbreitung und Pathogenität
Das Epstein Barr Virus (EBV) ist ein ubiquitär vorkommendes B lymphotropes Herpesvirus,
mit dem etwa 90% der erwachsenen Bevölkerung infiziert sind. Während die Infektion bei
Kindern gewöhnlich ohne besondere Symptome verläuft, führt sie bei Jugendlichen und
Erwachsenen häufig zur infektiösen Mononukleose mit Fieber, geschwollenen Lymphknoten
und entzündeter Rachenschleimhaut. Diese Symptome werden durch eine starke
Immunantwort sich stark vermehrender zytotoxischer T-Zellen hervorgerufen.
Bei fehlender oder geschwächter Immunantwort (AIDS-Patienten, immunsupprimierte
Empfänger transplantierter Organe) kann es zu einer lymphoproliferativen Erkrankung
kommen, bei der sich EBV-infizierte B–Lymphozyten ungehindert vermehren.
Außerdem ist EBV an der Entstehung weiterer maligner Tumorerkrankungen  beteiligt. Dazu
gehören das Burkitt Lymphom (BL), Morbus Hodgkin, bestimmte Formen von T–Zell-
Lymphomen, sowie einige epitheliale Tumoren, wie das Nasopharynxkarzinom und einige
Darmtumoren (Baumforth et al., 1999).
Das Virus besteht aus einer laminierten Membranhülle, in die ein ikosaedrisches Viruskapsid
eingebettet ist, das das 180 kb lange lineare Virusgenom umschließt. Das Genom kodiert für
ca. 80 Proteine und wird von repetitiven Sequenzen (terminal repeats, TR) flankiert.
1.1.2 EBV-Infektion in vivo
Obwohl erste Untersuchungen vermuten ließen (Sixbey et al, 1984), dass EBV zuerst
Epithelzellen der Schleimhäute im Rachenraum infiziert, um anschließend nach weiterer
Vermehrung und Sezernierung B-Lymphozyten zu infizieren, legten spätere Beobachtungen
(Anagnostopoulos et al, 1995, Niedobitek et al, 1997) nahe, dass primäre B–Zellen des
Rachenraumes der Ort der primären Infektion sind (Abb.!1, aus Cohen, 2000). Die primär
infizierten Zellen bilden im sogenannten lytischen Zyklus Viruspartikel und setzen diese nach
Autolyse frei, so dass weitere Zellen von Viren infiziert werden.
Das Virus bindet mit seinem Außenhüllprotein gp350/220 an das Oberflächenprotein CD21
(Complementrezeptor 2) und/oder andere Oberflächenmoleküle (Janz et al., 2000). Nach
Endozytose verschmilzt die Virushülle mit der Vesikelmembran (Nemerow et al., 1984; Carel
et al., 1990), so dass das Viruskapsid in das Zytoplasma und schließlich das lineare
                                                              Einleitung
2
Virusgenom in den Zellkern gelangt, wo nach ca. 36 h die Zirkularisierung zum episomal
replizierenden Virusplasmid erfolgt (Hurley et al., 1988).
Abb.!1: EBV-Lebenszyklus (nach Cohen et al., 2000): Im Rachenraum infiziert EBV ruhende B-Zellen oder
Epithelzellen, die dann weitere B-Zellen infizieren. Nach der primären Infektion produziert die B-Zelle dann
entweder Viruspartikel (lytischer Zyklus) oder exprimiert als B-Lymphoblast die latenten Gene (EBNAs, LMPs
und EBERs). Diese B-Lymphoblasten werden von zytotoxischen T-Zellen oder Natürlichen Killerzellen
eliminiert. Nach Abklingen der Primärinfektion persistiert EBV in Gedächtnis-B-Zellen des peripheren Blutes,
die nur noch LMP2a und EBNA1 exprimieren, wobei die Reaktivierung zu B-Lymphoblasten möglich ist.
Ebenso ist die Reaktivierung des lytischen Zyklus im Rachenraum möglich, wo es dann zur Ausschüttung von
Viren kommt.
Die infizierte B–Zelle kann sich grundsätzlich in zwei verschiedene Richtungen
weiterentwickeln: Entweder sie repliziert im lytischen Zyklus Viruspartikel oder aber es
werden die Gene des Latenzprogrammes aktiviert.  Das vom Wp-Promotor ausgehende für
das Latenzprogramm initiale Transkript kodiert für die viralen Transkriptionsfaktoren
EBNA–LP und EBNA2 (EBNA=“Epstein-Barr Virus Nuclear Antigen“, LP=“leader
Primäre Infektion Chronische Infektion
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Epithel
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B-Zelle
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protein“). EBNA–LP unterstützt dabei die Funktion des für das Latenzprogramm essentiellen
EBNA2. EBNA2 aktiviert die vom Cp-Promotor ausgehende Transkription einer primären
RNA, die für die Transkriptionsfaktoren EBNA-LP, EBNA2, EBNA3a,b,c und für EBNA1
kodiert (Abb.!2). Letzteres ermöglicht die episomale Replikation des Virusgenoms.
Desweiteren werden durch EBNA2 die Expression der latenten Membranproteine (LMP1,
LMP2a,b) hochreguliert. Als spontan aggregierende konstitutiv aktive Signalmoleküle
imitieren sie rezeptorvermittelte Signaltransduktion in B-Zellen. Dabei ähnelt LMP1 in Bezug
auf die Wirkung auf B-Zellen und die involvierten Signalwege dem CD40-Rezeptor -CD40L-
Ligand-Paar (Kilger et al., 1998, Gires et al., 1997) während LMP2a mit Signalen des B-Zell-
Rezeptors interferiert (Frühling und Longnecker, 1997) und das B-Zell-Rezeptor-Signal
ersetzen kann (Caldwell et al., 1998).
Zusammen mit zwei unabhängig von EBNA2 exprimierten RNA-Polymerase-III-
Transkripten (EBERI und EBERII) repräsentieren die genannten viralen Proteine das
Expressionsmuster der sogenannten Latenz III. Die Funktion von EBERI/II liegt vermutlich
in der Inhibition der Doppelstrang-RNA-abhängigen Protein Kinase „PKR“ (Yamamoto et al.,
2000), was die Resistenz gegen Apoptose erhöht.
Abb.!2:
Schematische Darstellung
des zirkulären EBV-Genomes
(B95-8 Stamm) und der latenten
Gene (EBNA–1, –2, –LP, –3a,
–3b, –3c, LMP1, LMP2A/B).
Die EBV-Promotoren Cp und
Wp wurden nach ihrer Loka-
lisation in den entsprechenden
BamHI-Fragmenten des EBV-
Genoms benannt. Weiterhin
dargestellt wurden die
Replikationsursprünge oriP und
oriLyt und die terminalen
Repetitionen (TR), an denen die
Zirkularisierung erfolgt.
Cp
Cp
Wp
EBV (B95-8)
172kBP
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Desweiteren aktiviert EBNA2 eine Vielzahl zellulärer Gene der Wirtszelle wie die bisher
bekannten direkten Zielgene c-myc (Kaiser et al., 1999 ), CD21, CD23 (Cordier et al., 1990)
und EBI1/BRL2 (Burgstahler et al., 1995), EGR-1, TNFa und ERF-1 (Dumont, Promotion
2001). Die Expression der genannten viralen Gene und der zellulären Zielgene, die noch nicht
im umfassenden Maße bekannt sind, führt zur Immortalisierung der infizierten B-Zelle. Dies
bedeutet, dass die immortalisierte Zelle ohne weitere Stimuli unbegrenzt in vitro (unter
Standard-Zellkultur-Bedingungen) proliferieren kann. Bisher konnte gezeigt werden, dass für
die Initiation der Immortalisierung die Expression von EBNA2, LMP1, EBNA-3a und -3c
essentiell sind und für die Aufrechterhaltung der Immortalisierung EBNA2 und LMP1
benötigt werden (zusammengefaßt in Bornkamm und Hammerschmidt, 2001). Ob EBNA1,
–2, –3 und LMP1 für die Immortalisierung ausreichen, wurde jedoch noch nicht untersucht.
Wie oben bereits angeklungen, provozieren die in vivo nach einer EBV-Infektion
entstehenden B-Lymphoblasten in gesunden Personen eine starke Immunantwort, bei der die
EBNA2-positiven Zellen durch zytotoxische T-Zellen (CTL) effizient eliminiert werden
(zusammengefaßt in Khanna et al., 1995). Das EBV entkommt dieser Immunantwort, indem
es in ruhenden Gedächtnis-B-Zellen persistiert. In diesen Zellen werden lediglich die viralen
Gene EBNA1, LMP2 und EBER1/2 exprimiert, die offensichtlich keine Immunantwort
provozieren. Die übrigen latenten Gene sind vermutlich aufgrund der Methylierung des Cp-
promotors abgeschaltet. Nach Babcock et al. (2000) stammen diese Gedächtnis-B-Zellen aus
der Differenzierung infizierter urspünglich naiver B-Zellen. Ob diese ruhenden Gedächtnis-B-
Zellen aus der Selektion durch CTLs oder aus einer EBV-kontrollierten Differenzierung
hervorgehen, ist noch unverstanden. Aber die Tatsache, dass das Expressionsmuster einiger
immunologischer Oberflächenmarker und zellzyklusrelevanter Gene in EBV-infizierten und
immunologisch aktivierten B Zellen ähnlich ist (Kempkes et al., 1995, Hollyake et al., 1995)
deutet eher auf eine Virus-kontrollierte Mimikri der B-Zell-Aktivierung durch die latenten
Gene des EBV hin. Diese B-Zell-Aktivierung könnte die Voraussetzung bzw. die Initiation
einer B-Zell-Reifung zur Gedächtnis-B-Zelle darstellen.
Das aus bisheriger Sicht für die Proliferation bedeutendste zelluläre Zielgen von EBNA2 ist
das Protoonkogen c-myc.  Trotz zahlreicher Studien ist die Funktion des Transkriptionsfaktors
c–Myc in der gesunden Zelle nicht genau bekannt. c-Myc reguliert bzw. beeinflußt
verschiedenste biologische Prozesse wie Zellzyklus, Wachstum, Proliferation und Apoptose.
Beim oben genannten Burkitt Lymphom (BL) handelt es sich um einen B-Zelltumor, bei dem
die Überexpression von c-Myc -verursacht durch die Translokation des c-myc Gens- zur
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unkontrollierten Vermehrung von B-Zellen führt. So konnte gezeigt werden, dass die
Überexpression von c-Myc in vitro in ursprünglich EBV-immortalisierten Zellen ausreicht,
um die Immortalisierung auch ohne EBNA2 oder LMP1 zu erhalten (Polack et al., 1996). Die
unter c-Myc proliferierenden Zellen (BL-ähnlich) unterscheiden sich jedoch bezüglich
Morphologie und Wachstum von den unter EBNA2/EBV-Kontrolle wachsenden LCLs. Ein
auffälliger Unterschied ist beispielsweise, dass BLs und BL-ähnliche Zellen in
Einzelzellsuspension wachsen, während LCLs zu starker Klumpenbildung neigen, was auf
starke Wechselwirkung zwischen Oberflächenmolekülen in LCLs schließen läßt.
Aufgrund dieser Daten liegt es nahe, dass der Hauptbeitrag der EBNA2-vermittelten
Proliferation vom EBNA2-Zielgen MYC geleistet wird, während die übrigen EBNA2
Zielgene für die EBV-kontrollierte B-Zell-Aktivierung und/oder Differenzierung
verantwortlich sind. So sollten in den MYC- und EBV-kontrollierten Proliferations-
programmen übereinstimmend regulierte Zielgene mit Proliferation assoziiert sein, während
unterschiedlich regulierte Gene vermutlich in B-Zellkommunikation involviert sind.
Allerdings wäre auch ein unterschiedlicher Mechanismus der Immortalisierung für beide
Systeme denkbar.
1.1.3 EBNA2, Struktur und Mechanismus der Transaktivierung
(Übersichtsartikel Bornkamm und Hammerschmidt, 2001 und Kieff et al., 1996)
EBNA2 wird durch das BYRF-1-Gen (BamHI Y right open reading frame 1) im EBV-Genom
kodiert  (Müller-Lantzsch et al., 1985). Sequenzunterschiede in diesem Gen sind für die in
vitro Immortalisierungseffizienz des EBV entscheidend und charakterisieren die zwei
unterschiedlichen Virustypen!1 und 2. Das in den Zelllinien dieser Arbeit exprimierte EBNA2
stammt aus dem EBV Typ!1 (B95-8-Prototyp) und setzt sich aus 487 Aminoäuren (AS) mit
zwei Wiederholungsstrukturen, einem Polyprolin Strang (AS59-100) und einem Arginin-
Glycin-Repetitionsbereich (AS341-356) zusammen. Die zwischen AS100 und AS341
liegende Divergenzregion enthält die größten Sequenzunterschiede zwischen EBNA2 des
Typs 1 und des Typs 2 (Jijoye- und AG876-Prototyp, 443 AS).
Detailierte Mutationsanalysen zeigten, dass für die Immortalisierung folgende Domänen von
entscheidender Bedeutung sind:
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- Einige Proline des Polyprolinstranges und der benachbarten Region.
- Die Bindungsstelle für das Transkriptionsrepressor-Protein RBP-jk (recombination
signal-binding Protein jk) und des Transkriptionsfaktors PU.1, AS 281-336,
- Die Transaktivierungsdomäne, AS 426-462
Zwei Kernlokalisierungsdomänen befinden sich in den Bereichen AS 248-382 und AS 478-
485 (Ling et al., 1993).
Das im Zellkern lokalisierte EBNA2 bindet nicht direkt an DNA sondern an DNA-bindende
Proteine wie RBP-jk (Zimber-Strobl et al., 1993, 1994). In Abb.!3 ist dargestellt, wie man
sich im Falle des Promotors des viralen LMP1 die Wirkung von EBNA2 als
Transkriptionsfaktor vorstellen kann:
Der Transkriptionsrepressor RBP-jk (auch CBF1=Cp-bindender Faktor genannt) bindet oder
rekrutiert über SKIP (Zhou et al., 2000) den Korepressor CIR (=mit CBF1 interagierender
Repressor; Hsieh et al., 1999). Dieser rekrutiert vermutlich über SAP30 Histon-Deacetylasen,
die durch Histondeacetylierung zur Kondensation des Chromatins und somit zur Repression
der Expression des entsprechenden Genes führen. Durch die Bindung von EBNA2 an RBP-jk
erfolgt vermutlich die Aufhebung der CIR- RBP-jk-Wechselwirkung, was zu Inhibition der
Histondeacetylierungsaktivität führt. Dabei muß jedoch erwähnt werden, dass speziell im
LMP1-Promotor die Bedeutung von RBP-jk für die Transaktivierung von LMP1 über
EBNA2 in der Literatur unterschiedlich eingeschätzt wird. Laux und Mitarbeiter (Laux et
al.,!1994) halten die RBP-jk-Bindungsstelle für essentiell, während dies von Sjöblom und
Mitarbeitern (Sjöblom et al., 1995) nicht bestätigt wurde.
Gleichzeitig rekrutiert EBNA2 den CBP-p300-PCAF-Komplex (Wang et al., 2000). PCAF,
eine Histonacetyltransferase, dekondensiert das Chromatin durch Acetylierung und macht das
Gen dadurch für den RNA-PolII-Komplex zugänglich. Die Bindung weiterer
Transkriptionsfaktoren (TFIIH, TAF 40, TFIIB; Johannsen et al., 1995) führt schließlich zur
Rekrutierung des RNA-PolII-Transkriptionskomplexes. Ebenso tragen das Dimer c-Jun/ATF2
sowie Sp1 und Sp3 zur Transaktivierung bei (Sjoblom et al., 1998). Desweiteren wurden
andere mit EBNA2 kooperierende Proteine gefunden (AML1, LBF2–7, Johannsen et al.,
1995; POU, Sjöblom et al., 1995; PU.1, Laux et al., 1994), die auch in der LMP1-
Promotorregion binden.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der EBNA2 vermittelten Transaktivierung des viralen LMP1-Gens
(erweitert nach Kieff et al., 1996). Durch die Bindung (gestrichelte Linien) von EBNA2 (Zahlen bezeichnen
Positionen der Aminosäuren) an RBP-jk (Jk) erfolgt vermutlich die Aufhebung der CIR- RBP-jk-
Wechselwirkung, was zu Inhibition der Histondeacetylierungsaktivität führt. Gleichzeitig rekrutiert EBNA2 den
CBP-p300-PCAF-Komplex. PCAF dekondensiert das Chromatin durch Acetylierung und macht das Gen
dadurch für den RNA-PolII-Komplex zugänglich. Die Bindung weiterer Transkriptionsfaktoren (TFIIH, TAF 40,
TFIIB, p100) führt schließlich zur Rekrutierung des RNA-PolII-Transkriptionkomplexes. Weitere EBNA2
kooperierende Proteine (AML1, LBF2–7, POU, PU.1, c-Jun/ATF2, Sp1-3) binden entsprechend der
Bezeichnungen (-300 bis +1) in der LMP1-Promotorregion.
Die Funktionalität von EBNA2 als Transkriptionsfaktor ist nur in einigen Zelltypen gegeben,
wie z.B. B-Zellen. Inwieweit dies von der Expression oder Modifikation der genannten
interagierenden Proteine abhängt, ist noch ungeklärt.  Von PU.1 ist beispielsweise bekannt,
dass es als Transkriptionsaktivator der Immunglobulin-Leichte-Ketten-Gene ausschließlich in
B-Zellen und Makrophagen aktiv ist, was man sich mit der spezifischen Expression und
Phosphorylierung von PU.1 erklärt (Pongubala et al., 1993). Desweiteren wird EBNA2 selbst
an Threonin– oder Serinresten phosphoryliert und anderweitig posttranslational modifiziert,
was eine aparente Migrationsänderung des Proteins von 10 kD gegenüber dem in vitro
translatierten Protein ausmacht. Wie aus Ultrazentrifugations-Fraktionierungen von
Kernextrakten hervorging, liegt EBNA2 zum Teil als tetramerer Komplex oder sogar als
größerer Komplex vor (zusammengefaßt in Kieff et. al, 1996).
Alle viralen EBNA2-responsiven Promotoren haben RBP-jk-Bindungsstellen (GTGGGAA).
RBP-jk ist das humane Homolog des "suppressor of hairless"(SuH) aus Drosophila und
interagiert mit dem intrazellulären Teil des zellulären Menbran-Rezeptors Notch (Notch-IC)
bzw. vermittelt seine Funktion (Tamura et al., 1995). Zunächst ging man davon aus, dass die
Wirkung von EBNA2 ebenfalls allgemein von RBP-jk abhängt, so dass man EBNA2 auch als
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Homolog von Notch-IC bezeichnete. Notch ist ein wichtiger Regulator der
Zelldifferenzierung. U. a. konnte gezeigt werden, dass eine konstitutiv aktive intrazelluläre
Domäne von Notch1 (Maus) über RBP-jk die Differenzierung myeloischer Zellen reguliert
(Schroeder und Just, 2000) und im lymphatischen System die T–Zell-Entwicklung unterstützt,
die B-Zell-Entwicklung jedoch blockiert (Pui et al., 1999). So haben Notch und EBNA2 zum
Teil übereinstimmende Zielgene (CD21 wird induziert, IgM reprimiert, Strobl et al., 2000), so
dass das eine nur teilweise durch das andere substituiert werden kann (zusammengefaßt in
Zimber-Strobl und Strobl, 2001). Es gibt jedoch auch zelluläre direkte Zielgene von EBNA2,
wie z.B. c-myc, deren Promotoren keinerlei RBP-jk-Bindungsstellen aufweisen und auch
keine Notch-Zielgene sind.
1.2 Fragestellung und Techniken
Wie schon oben angedeutet, wirft das Modellsystem der EBV-Infektion von B-Zellen zwei
interessante Fragestellungen auf:
1. Wie erreicht das Virus die Immortalisierung einer ruhenden B-Zelle?
2. Wie beeinflußt das Virus die B-Zellaktivierung und -Kommunikation?
In der ersten Frage wird die EBV-vermittelte Immortalisierung von B-Zellen als in vitro
Modellsystem für die EBV-vermittelte Lymphomentstehung betrachtet, während man sich bei
der zweiten Frage auf die in vivo Kommunikation der EBV-infizierten B-Zellen mit dem
Immunsystem konzentriert. Um obige Fragen zu beantworten, wurde ein systematischer und
umfassender Screen nach EBNA2-Zielproteinen und -genen durchgeführt. Diese wurden wie
im folgenden Schema  zusammengefaßt  durch Zuhilfenahme weiter unten beschriebener
Zellsysteme und Techniken klassifiziert.
FunktionMechanismus der
Genaktivierung
direkt               indirekt Proliferation           B-Zell-Kommunikation
Myc-Zielgen                                         Relevanz bei EBV-Infektion
Schema 1: Klassifizierung der EBNA2-Zielgene: EBNA2-Zielgene, die auch durch MYC allein reguliert
werden, gehören zu den indirekten EBNA2-Zielgenen. Sie werden nach Abschnitt 1.1.2 als
proliferationsassoziiert und wichtig für die B-Zellimmortalisierung erachtet. EBNA2-Zielgene, die in Zelllinien
direkt durch EBNA2 und/oder unabhängig von MYC reguliert werden und sich auch in infizierten primären B-
Zellen bestätigen lassen (fett gedruckt), sind nicht proliferationsassoziiert und sehr wahrscheinlich in vivo für die
B-Zell-Kommunikation verantwortlich.
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Wie schon oben angeklungen wurden zur Beantwortung der ersten Frage die durch MYC und
EBNA2 in gleicher Weise regulierten Zielgene herangezogen, während zur Beantwortung der
zweiten Frage direkte oder unterschiedlich regulierte Zielgene ermittelt wurden.
Mit Hilfe der nukleären Run/On-Technologie (Analyse von RNA-Primärtranskripten) wurden
auf Transkriptionsebene direkte Zielgene von EBNA2 identifiziert und durch mRNA-
Analysemethoden (RT-PCR oder Northernblot) bestätigt.
In der Vergangenheit wurden bereits mit der PCR-basierten cDNA-Substraktion (PCR-Select)
EBNA2 Zielgene auf mRNA-Ebene identifiziert (Kaiser  et al., 1999). Ebenso wurden mit
Hilfe der DNA-Chip Technologie mRNA-Expressionsprofile von B-Zellen mit verschiedenen
Stimuli erstellt (Übersichtsartikel Shaffer et al., 2001). Diese Ansätze haben den Vorteil, dass
sehr große Mengen von Zielgenen schnell abgefragt werden können. Es wird jedoch nichts
über die tatsächliche Änderung der Menge bzw. Funktionalität des Proteins ausgesagt, für das
das Zielgen kodiert. Denn zwischen der mRNA-Expression eines Genes und der durch das
Gen vermittelten Wirkung liegen mehrere Kontrollinstanzen. Sowohl die Halbwertszeit als
auch die Translationseffizienz der mRNA hängen stark von der Struktur der mRNA ab und
der Prozeß der Translation sowie die mRNA-Struktur kann durch RNA-bindende Proteine
kontrolliert oder beeinflußt werden. Ebenso sind Proteine an der posttranslationalen
kovalenten Modifikation (Kinasen, Phosphatasen, Acetylasen, Methylasen etc.) und auch an
der Degradation von Proteinen (z.B. Proteasom) beteiligt. Diese Kontrolle der
Proteinexpression durch Proteine bleibt in einem mRNA-Expressionsprofil einer Zelle
unsichtbar. Untersuchungen in Hefe (Gygi et al, 1999) aber auch in tierischen Zellen zeigten
(Lewis et al., 2000), dass die Änderung der mRNA-Menge häufig nicht mit der Änderung der
Menge des zugehörigen Proteins korreliert. Gavioli et al. stellten fest (Gavioli et al., 2001),
dass in Burkitt Lymphomen (BL) die Ubiquitin-Proteasom-abhängige Proteindegradation
gegenüber LCLs (u.a. EREB2-5 oder P493-6 in +EBNA2-Situation, Beschreibung siehe
unten) verändert ist. Diese Tatsache ließ es ratsam erscheinen, beim Vergleich von BL und
LCL auch einen Proteom-Ansatz mit in die Untersuchungen einzubeziehen. Die einzige
etablierte Methode, in relativ großem Ansatz ProteinExpressionsprofile quantitativ zu
vergleichen, stellte zu Beginn der Doktorarbeit die zweidimensionale Gelelektrophorese (2D-
PAGE) dar. Hier werden Proteine in der ersten Dimension nach ihrem isoelektrischen Punkt,
in der 2. Dimension nach ihrer Größe aufgetrennt. Da jede bisher bekannte posttranslationale
Modifikation (Phosphorylierung, Acetylierung, Methylierung, Glycosylierung etc.) entweder
die Migrationsgeschwindigkeit oder die Ladung bzw. den isoelektrischen Punkt eines Proteins
verändert, ist es prinzipiell möglich, jede Modifikation in einem 2D-Gel zu detektieren. Die
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2D-Gelelektrophorese (2D-PAGE) erreicht jedoch nur bei sehr großem Aufwand
(Verwendung sehr enger pH-Gradienten und Anreicherung der zu untersuchenden Proteine)
die gleiche Sensitivität wie die Microarraytechnology. Außerdem ist sie bisher für die
Analyse von Transmembranproteinen ungeeignet, da diese sehr stark in der ersten Dimension
präzipitieren. Daher wurde zur Komplementierung des 2D-PAGE-Ansatzes und der Run-On-
Technologie ebenfalls die cDNA-Microarray-Chip-Technologie benutzt.
1.3 Die konditionale lymphoblastoide Zelllinie EREB2-5 und die konditionale Burkitt
Lymphom Modell Zelllinie P493-6
Um beide genannten Fragestellungen zu bearbeiten, wurden im wesentlichen zwei
konditionale  B-Zell-Systeme, die konditionale lymphoblastoide Zelllinie EREB2-5
(Kempkes et. al, 1995)  und die konditionale Burkitt Lymphom-ähnliche Zelllinie P493-6
(Pajic et al., 2000), benutzt. Die EREB2-5 Zelllinie wurde durch Infektion von B-Zellen aus
Nabelschnurblut mit EBV-Partikeln erhalten (Abb.!4a).  Ein Virus-Partikel enthielt das
Virusgenom des P3HR1-Virus, von dem auf Grund einer Deletion kein funktionelles EBNA2
exprimiert werden kann. Das zweite Virus enthielt einen sogenannten Mini-EBV-Vektor, von
dem aus unter der Kontrolle des Cp und Wp Promotors das Fusionsprotein ER/EBNA2
(=Estrogenreceptor-EBNA2) exprimiert wird. Beim ER/EBNA2-Protein wurde N-terminal
die Hormonbindedomäne des Östrogenrezeptors an EBNA2 fusioniert. Dies hat zur Folge,
dass EBNA2 nur in Anwesenheit von Östrogen funktionell ist. In Abwesenheit von Östrogen
bindet HSP90 an den Rezeptor, so dass die korrekte Faltung des Proteins (Briegel et al., 1996)
und meistens auch die Translokation in den Zellkern (Francis et al., 1995) unterbunden wird
(Abb.!!4b). Wie durch Kempkes et al., (1995) gezeigt werden konnte, ist die Transaktivierung
des viralen LMP2a-Promotors durch ER/EBNA2 mit der durch EBNA2(wt) vergleichbar. Die
erhaltene Zellinie EREB2-5 stellt eine konditionale B-lymphoblastoide Zelllinie (LCL) dar,
die den oben beschriebenen B-Lymphoblasten sehr ähnlich sein sollte. Sie proliferiert nur in
Gegenwart von Östrogen, und induziert nach Zugabe von Östrogen die Expression der EBV-
Zielgene CD21 und CD23.
In die EREB2-5 Zellline wurde dann ein Vektor transfiziert, von dem aus unter der Kontrolle
des Tet-off-Systems (Gossen und Bujard, 1992) c-Myc exprimiert wird (Abb.!4a). Die
erhaltene Zelllinie P493-6 überexprimiert in Abwesenheit von Tetrazyklin c–Myc und ist in
der Lage, ohne funktionelles EBNA2 zu proliferieren. P493-6 stellt somit ein konditionales
Modellsystem für ein Burkitt Lymphom dar. Welchem Zelltypus diese beiden Zelllinien im
nichtinduzierten Zustand entsprechen, ist noch nicht eingehend untersucht worden. Der
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Theorie nach sollten beide Zell-Linien einer ruhenden B-Zelle gleichen. Dabei ist
anzumerken, dass P493-6-Zellen im nichtinduzierten Zustand länger überleben als EREB2-5.
Ob es sich bei diesem Phänomen um epigenetische Effekte oder Mutationen während des
Selektionsprozesses von P493-6 handelt, oder ob eine geringe Basalexpression von Myc unter
der Kontrolle des nicht ganz inaktiven tet-Promotors die Ursache dafür ist, ist noch ungeklärt.
a)
- EBNA2
ruhend
+ EBNA2
proliferierend
- c-Myc
ruhend
+ c-Myc
proliferierend
Abb. 4: a) In B-Zellen aus Nabelschnurblut wurden über Koinfektion mit EBV-Partikeln ein EBNA2-defizientes
EBV(P3H1) und ein Plasmid gebracht, das unter Cp-promotor-Kontrolle das Fusionsprotein ER/EBNA2
exprimiert. Die erhaltene Zellinie EREB2-5 stellt eine Östrogen-abhängige konditionale LCL dar. EREB2-5
wurde mit einem Vektor transfiziert, der entweder unter Tetrazyklinkontrolle (tet-off) oder konstitutiv unter
Kontrolle der Igk-Enhancerelemente MYC exprimiert. Die erhaltene Zelllinien P493-6 bzw. A1 überexprimieren
in Abwesenheit von Tetrazyklin bzw. konstitutiv c-Myc und ähneln daher Burkitt Lymphomen. b) Das
ER/EBNA2-Protein besteht aus EBNA2, das N-terminal mit der Hormonbindedomäne des Östrogenrezeptors
fusioniert ist. In Abwesenheit von Östrogen bindet HSP90 an den Rezeptor, so dass die korrekte Faltung des
Proteins und meistens auch die Translokation in den Zellkern unterbunden wird. In Gegenwart von Östrogen ist
EBNA2 voll aktiv.
Ruhende B-Zelle aus
Nabelschnurblut
Konditionale
lymphoblastoide Zell-Linie
EREB2-5
         Konditionale          Konstitutive
Burkitt Lymphom ähnliche Zell-Linien
              P493-6                    A1
  + Östrogen                                                  + Tetrazyklin
Plasmide
tet(off) reguliertes
c-myc
Viruspartikel + Plasmid
exprimiert Fusionsprotein
ER/EBNA2
 EBNA2-defizientes
EBV (P3HR1)
    b)    inaktives ER/EBNA2
(Translokation in Nukleus inhibiert)
             aktives ER/EBNA2
(Translokation in Nukleus ermöglicht)
Östrogen
           Hsp90
Igk-Enhancer reguliertes
c-myc
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2 Material und Methoden
2.1 Chemikalien, Enzyme, Geräte und Sonstiges
Amersham Pharmacia Biotech
ECL-Western Blotting Reagenzien, Filme, Hybond-C-Zellulosemembran, a32P-CTP, a32P-
dCTP (3000!Ci/mmol), GBind® Plus Sepharose
BectonDickinson GmbH, Heidelberg
Plastik-Reagenzgefäße 15 und 50 ml, Zellkulturflaschen, 6-Loch-Platten
Biochrom KG, Berlin
Newborn Calf Serum (Seromed®)
Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA
Bacto-Agar, Hefeextrakt, Trypton
Eastman Kodak Company, Rochester, N.Y., USA
Röntgenfilme XAR5,  BIOMAX MS
Eppendorf Gerätebau, Hamburg
Tischzentrifuge 5415, Reaktionsgefäße verschiedener Größe, BioPhotometer
Genomed, Bad Oeynhausen
Maxi-Präparations-Kit für Plasmidpräparationen (Jetstar)
Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein
Amphotericin B (Fungizone), Fötales Kälberserum, HEPES, 1 Kb DNA-Leiter, L-Glutamin,
Natrium-Pyruvat, Optimem I, Penicillin, Streptomycin, Trypsin-EDTA (1x), Trypton,
Zellkulturmedium RPMI 1640 und DMEM
Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA
Mighty Small II Gel Elektrophorese Einheit
Nunc GmbH, Wiesbaden
Cryotubes 3 ml, Impfösen, Plastikpetrischalen, Zellkulturflaschen, Zellkulturschalen
PE Biosystems, Weiterstadt
PCR-Reaktionsgefäße
Roth, Karlsruhe
Natriumdodecylsulfat, Phenol, Roti-Block, Acrylamid
Stratagene, Heidelberg
Stratalinker
Tropix, Massachusetts, USA
Galacton‘-Plus, Emerald‘-Lösung
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Zeiss, Oberkochen
Axiovert 200 Fluoreszenzmikroskop mit hochauflösender Digital Videokamera (Hamamatsu)
Alle hier nicht aufgeführten Geräte oder Chemikalien werden im Methodenteil erwähnt oder
wurden von Merck (Darmstadt) oder Sigma (München) erhalten.
2.2 Proteinbiochemische Methoden
2.2.1 Detektion und Identifizierung differentiell exprimierter Proteine
2.2.1.1 2D-Gelelektrophorese (2D-PAGE)
Zur qualitativen Trennung von geladenen Makromolekülen nach Masse und Ladung bedient
man sich verschiedener Arten der Gel-Elektrophorese. Bei einer Gelelektrophorese bringt
man die zu untersuchenden Moleküle in ein Polymer-Gel, über dem ein elektrisches Potential
angelegt ist. Die Molekülionen wandern dann gemäß ihrer Ladung zum Plus- oder Minuspol
des elektrischen Feldes. Ihre Geschwindigkeit hängt dabei von ihrer Ladung und Größe
(Stokesscher Radius) ab, da lange Moleküle die engmaschig quervernetzte Gelmatrix nur
langsamer durchqueren können als kurze.
In der 2D-Gelelektrophorese trennt man Proteine nacheinander nach jeweils nur einem
Parameter, indem man zwei Methoden der Proteintrennung kombiniert:
1. Mit der isoelektrischen Fokussierung trennt man die Proteine nach ihrer
Zusammensetzung hinsichtlich der geladenen (sauren und basischen) Seitenketten.
2. Mit der sich anschließenden SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) trennt
man Proteine nach ihrer Größe.
Durch die Kombination erhält man ein Proteingel mit sehr hoher Auflösung, in dem Proteine
als einzelne Spots sichtbar werden.
Isoelektrische Fokussierung
Hierbei läßt man die Proteine in einem Gel mit pH-Gradient wandern. Im der vorliegenden
Arbeit wurden dazu ausschließlich Gelstreifen verwendet, in denen der pH-Gradient im
Polyacrylamidgel einpolymerisiert ist. Das saure Ende des Gels ist wird dabei zum Pluspol,
das basische Ende zum Minuspol orientiert.  Das Proteinlysat steht dann entweder an einer
Stelle des vorgequollenen Gelstreifens (Plus-oder Minuspol oder beides) in Kontakt mit dem
Gel, so dass die Proteine nach Anlegen einer Spannung in das Gel einwandern, oder der
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trockene Gelstreifen wird direkt im Proteinlysat aufgequollen, so dass die Proteine
gleichmäßig verteilt sind. Nach Anlegen einer Spannung wandern die Proteine entsprechend
ihrer Netto-Ladung (es wird vorwiegend nichtionisches Detergenz verwendet) zum Plus- oder
zum Minuspol entlang dem pH-Gradienten im Gel. Bei einem für jedes einzelne Protein
spezifischen pH-Wert, dem sogenannten Isoelektrischen Punkt (pI), wandert das Protein
nicht mehr weiter, weil dort die Nettoladung des Proteins null ist. Es sind also entweder alle
sauren bzw. basischen Seitenketten protoniert bzw. deprotoniert oder die positiven und
negativen Ladungen eines Zwitterions heben sich gerade auf.
Der pI eines Proteins hängt von seiner Zusammensetzung bezüglich seiner als Base oder
Säure wirksamen Aminosäureseitenketten ab. Dadurch wird es möglich, sehr sensitiv
posttranslationale Modifikationen zu detektieren, die sich stark auf die Acidität von
Aminosäureseitenketten auswirken. Dazu gehören die Phosphorylierung der Aminosäure-
seitenketten von Ser, Thr, Tyr, die Acetylierung oder Methylierung von Lys und für
sezernierte oder membranständige Proteine die unterschiedliche Glycosylierung. Während die
Phosphorylierung und Acetylierung den pI erniedrigt, wird er durch die Methylierung von
Lys erhöht.
Das Auflösungsvermögen der IEF wird durch folgende Formel nach Svensson-Rilbe
(Svensson, 1966; Rilbe, 1976)  beschrieben:
         DpI = 3 D d pH dx
E du d pH
[ ( ) / ]
[ / ( )]-
DpI ist die minimale pI - Differenz, die nötig ist, um zwei Proteine voneinander zu
unterscheiden. Heutzutage versucht man, die Auflösung durch Erhöhung der Feldstärke und
durch den Einsatz von Gelstreifen mit einem niedrigen pH-Gradienten zu verbessern.
Nach der isolelektrischen Fokussierung (1. Dimension) wird der pH-Gradient-Gelstreifen in
einer SDS-haltigen Equilibrierungslösung inkubiert und auf ein SDS-PAGE-Gel aufgesetzt.
Die enthaltenen Proteine werden anschließend abhängig von ihrer Größe im SDS-PAGE
(2.!Dimension) aufgetrennt (Abb. 5).
 
DpI = Auflösungsvermögen,
D = Diffusionkoeffizient,
E = el. Feldstärke,
d(pH)/dx = pH-Gradient,
du/d(pH) = Mobilitätssteigung
                   des Proteins am pI
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 Isoelektrische Fokussierung, 1. Dimension
 
 
 
 
 
 SDS-PAGE (12%), 2. Dimension
 
 + Färbung (Silber)
 
 
 
Abb.!5: Nach der isolelektrischen Fokussierung
(1.!Dimension) wird der pH-Gradient-Gelstreifen in
einer SDS-haltigen Equilibrierungslösung inkubiert
und auf ein SDS-PAGE-Gel aufgesetzt. Die
enthaltenen Proteine werden anschließend abhängig
von ihrer Größe im SDS-PAGE (2.!Dimension)
aufgetrennt.
 
 
Durchführung
Ca. 107 Zellen wurden in 4 ml Cystein- und Methionin-freiem RPMI-Medium (Gibco) mit
10% dialysiertem FCS (Gibco) und gegebenenfalls stimulierenden Agenzien resuspendiert.
Zwei Stunden vor der Zellernte wurden 0,125 mCi/ml Trans35S (>1000Ci/mmol, ICN), das
einen Mix von radioaktivem 35S-Cys und 35S-Met enthält, hinzugefügt. Die Zellen wurden
anschließend ein- bis zweimal mit 8 ml eiskaltem PBS (137!mM Natriumchlorid; 2,7 mM
Kaliumchlorid; 4,3 mM Na2HPO4; 1,4 mM KH2PO) einmal mit 1 ml halbkonzentriertem PBS
gewaschen, dann bei Raumtemperatur in 400 µl Lysepuffer (9 M Harnstoff (Amersham), 1%
DTE (Merck), 4% CHAPS (SIGMA), 2,5 mM EDTA and 2,5 mM EGTA) lysiert. Die DNA
des viskosen Lysates wurde in QIAshredder-Zentrifugations-Säulen (Qiagen) zerkleinert
und/oder gegebenenfalls 50 min bei 50000rpm (Ti75-Rotor, Sorvall, 20°C) pellettiert. Die
Isoelektrische Fokussierung erfolgte aus 370 ml Lysat, das 0,025% Bromphenolblau und 2 ml
IPG buffer [pH 3–10] (Amersham) enthielt und wurde in einer IPGphor (Amersham) unter
Einsatz von IEF-Streifen pH3—10 NL (Amersham) mit folgendem Spannungsprofil
durchgeführt: 11 h 30V, 10 min bis 200V (Gradient), 30 min 200V, 30 min bis 500V
(Gradient),  1h 500V, 2:30 h bis 2000V (Gradient),  1 h 2000V, 2:30 h bis 8000V (Gradient),
8000V bis 90!kVh erreicht  waren. Die Stromstärke wurde auf 50µA pro Streifen begrenzt.
Für Preparative Gele wurde das Lysat von ca. 8x107 Zellen zu 2 x 400 µl anodisch und
+ -
pH3                                                     pH10
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kathodisch in nach Westernmeyer et al. (1997) hergestellten mit Lysepuffer vorgequollene
IEF-Streifen [pH4,5-6,5] eingebracht und in einer Multiphor (Amersham) aufgetrennt. Dabei
wurden kathodisches Ende und anodisches Ende ca. 1!cm breit ausgeschnitten. Für das SDS-
PAGE wurden die Enden nach der IEF abgetrennt. Für die Multiphor wurde folgendes
Spannungsprofil benutzt: in 10 sec auf 300V (Gradient), 3!h 300!V, 3!h bis 600!V (Gradient),
3!h 600!V, 7!h bis 2000!V (Gradient),  3!h 2000!V, 7!h bis 3500!V (Gradient), 3500!V bis
mindestens 170!kVh erreicht  waren.
Für die 2. Dimension wurden die Streifen in Equilibrierungspuffer (6 M Harnstoff, 2% SDS,
50!mM Tris [pH 6.8], 29% Glycerin) inkubiert, zuerst 15 min mit zusatzlich 2%[=130 mM]
DTE (reduzierend) und dann 5-15 min mit 2,5 % [=135 mM] Iodacetamid (Merck). Die so
behandelten Streifen wurden auf ein SDS–Polyacrylamidgel (20x22x0,75mm; 12%) geladen,
mit 0.5% Agarose (Gibco) abgedichtet und bei 15°C Wasserkühlung (BioRad Protean IIxi
cell) 7h bei ca. 20 mA pro Gel laufen gelassen (Laufpuffer: 192 mM Glycin, 25 mM Tris,
0,1% SDS) und dann entweder Coomassie Blue oder mit Silber gefärbt (nach Blum et al.,
1987):
 Coomassie-Färbung
 Schritt  Lösung  Dauer (min)
 1  Fixierer (50% Methanol, 12% Essigsäure)  15
 2  0,4% Coomassie in Fixierer  15
 3  Fixierer  ca. 30
 4  Fixierer  ca. 30
 5  Wasser  5
 
 Silber-Färbung (nach Blum et al., 1987):
 Schritt  Lösung  Dauer (min)
 1  Fixierer (50% Methanol, 12% Essigsäure, 0,0185% Formaldehyd)  30
 2  Fixierer  30
 3  50% Ethanol  20
 4  50% Ethanol  20
 5  50% Ethanol  20
 6  0,2 mg/ml Natriumthiosulfat  2
 7  Wasser  1
 8  Wasser  1
 9  1 g/l Silbernitrat, 0,02775% Formaldehyd  15
 10  Wasser  1
 11  60 g/l Na2CO3, 0,0185% Formaldehyd, 5 mg/ml Natriumthiosulfat  1-20
 12  Wasser  1
 13  Fixierer  10
 14  20% Ethanol, 2% Glycerin  >30
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Silber-gefärbte Gele wurden in Cellophanfolie bei 70°C getrocknet, preparative Coomassie-
Blue-gefärbte Gele wurden feucht in Saranfolie (Dow Chemical Company) aufbewahrt.
2.2.1.2 2D-Gel-Analyse und -Quantifizierung
Radioaktiv markierte Gele wurden 12-96!h exponiert, die erhaltenen Röntgenfilme
(X–OMAT!AR, KODAK) mit 150!dpi gescannt und die digitalen Bilder mit PDQUEST-
Software (Bio-Rad) hinsichtlich differentiell regulierter Proteinspots analysiert.
Nach Substraktion des Hintergrundes („backround substraction“) wurde die Spot-Intensität
als Millionstel der Summe dargestellt, die dem Integral aller detektierten Pixel-Intensitäten
über der Fläche eines Spots geteilt durch die Summe der Pixelintensitäten aller erkannten
Spots (valid spots) im Gel entspricht. Danach wurden Durchnittsintensitäten, relative Werte
und die Standardabweichung berechnet. Um die Daten in einem Diagramm darstellbar zu
machen, wurde jeweils der höhere Vergleichsdurchschnittswert auf 1 normiert.
Beispiel:
Versuch 2, Gele MS101, MS102, MS103, MS104, MS105, MS106; betrachtet wird Spot 14a
mit der Spotnummer SSP1116: Hier wurden je dreimal entweder EREB2-5-Zellen 3 Tage
ohne Östrogen gehalten oder nach 3 Tagen ohne Östrogen 8h mit Östrogen inkubiert:
SSP -EBNA2 a -EBNA2 b -EBNA2 c 8h+EBNA2 a 8h+EBNA2 b 8h+EBNA2 c
quantity/ppm quantity/ppm quantity/ppm quantity/ppm quantity/ppm quantity/ppm
1116 678,83 587,04 642,34 3751,99 5884,19 4972,28
636 4869 Durchschnitt
1116 0,14 0,12 0,13 0,77 1,21 1,02 normiert auf 1
0,13 1 normiert auf 1
0,01 0,22 Standardabweichung
In der finalen Tabelle wurden die normierten Durchschnittswerte aller Experimente
berücksichtigt und eine Standardabweichung errechnet. Als EBNA2-Zielproteteine wurden
nur solche akzeptiert, bei denen sich die von den Fehlerbalken eingeschlossenen Bereiche
nicht berühren. Im Vergleich EREB2-5 –!EBNA2 zu 8h +!EBNA2 wurden 4 Experimente mit
6 biologisch unterschiedlichen (Lysat von Zellen aus 6 unterschiedlichen Wells) Probengelen
berücksichtigt, im Vergleich EREB2-5 –EBNA2 versus 24h IL4, 24h +EBNA2 wurden 2
Experimente mit 9 (3+3+3) biologisch unterschiedlichen Probengelen ausgewertet und im
Vergleich P493-6 –Myc versus 8h +Myc wurden 2 Experimente mit je 6 biologisch
unterschiedlichen Probengelen berücksichtigt (Gele in der beiliegenden CD).
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2.2.1.3 Proteinidentifikation
Matrix-assistierte Laserdesorptions/Ionisations-Massenspektrometrie (MALDI-MS)
Die im 2D-Gel enthaltenen Proteine werden zur Identifizierung ausgeschnitten und mit einer
Sequenz-spezifischen Protease (z.B. Trypsin, spaltet hinter Lys und Arg) verdaut. Die aus der
Spaltung hervorgehenden Peptide werden in eine organische Farbstoff-Matrix eingebettet auf
eine sogennante Targetplatte aufgebracht. Im MALDI-ToF-Massenspektrometer werden die
Kristalle aus Farbstoff und Peptid durch einen Laser vaporisiert, ohne zerstört zu werden. Die
durch die Umgebungsbedingungen in der Gasphase einfach geladenen Peptide werden nun in
einem starken elektrischen Feld beschleunigt, so dass idealerweise jedes Peptid die gleiche
kinetische Energie erhält. Die trägeren schweren Peptide erfahren dabei gemäß der Gleichung
   
† 
v = 2 ⋅ z ⋅ e ⋅ U
m
v = Geschwindigkeit des Ions nach der Beschleunigungsstrecke
z = Ladungzahl
e = Elementarladung
U = Beschleunigungsspannung
m = Masse des Ions
eine geringere Beschleunigung als die leichteren Peptide. Im weiteren Verlauf der Messung
detektiert das Gerät die Flugzeit der Peptide zum Detektor (ToF = time of flight). Mit der
genannten Gleichung unter Einbeziehung der bekannten Driftstrecke L (Abb. 6) wird daraus
die Peptidmasse/Ladung berechnet:
   
† 
m
z
=
2 ⋅ e ⋅U
2L
⋅ t2
t = Flugzeit zum Detektor
e = Elementarladung
U = Beschleunigungsspannung
m = Masse des Ions
z = Ladungszahl des Peptid-Ions (gewöhnlich = 1)
Abb.!6:  Prinzip eines linearen
Flugzeitmassenspektrometers.
Zwei positiv geladene Ionen der
Ladung q=ze und mit den Massen
m1 und m2 werden nach ihrer
Emission durch ein zwischen dem
Probenträger und den Beschleuni-
gungselektroden angelegtes elektri-
sches Feld beschleunigt. Nach
Durchqueren des Feldes erlangen
sie die gleiche kinetische Energie
und durchlaufen anschließend eine
feldfreie Driftstrecke, wobei das
Quadrat ihrer Geschwindigkeit
umgekehrt proportional zu ihrer
jeweiligen Masse ist.
Beschleunigungs
-strecke Driftstrecke L
Detektor
Probenträger Beschleunigungs-
Elektroden
1    2
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                                       Peakliste
MASCOT Mass Fingerprint Suche
Probability Based Mouse Score
1. IF5A_HUMAN           Mass: 16918
Total score: 97  Peptides matched: 12
   Initiation factor 5A (eIF-5A) (eIF-4D)
(Rev-binding factor).- Homo sapiens
(Human), and Mus musculus
   FIHUA                Mass: 17049
Total score: 97  Peptides matched: 12
   translation initiation factor eIF-5A
[validated] - human
   IF5A_RABIT           Mass: 16845
Total score: 81  Peptides matched: 10
   Initiation factor 5A (eIF-5A) (eIF-
4D).- Oryctolagus cuniculus (Rabbit).
   A31486               Mass: 16976
Total score: 81  Peptides matched: 10
   translation initiation factor eIF-5A
[validated] - rabbit
   BAB27641             Mass: 17155
Total score: 81  Peptides matched: 10
   AK011470 NID:  - Mus musculus
                                                                   
SSP -EBNA2 (1) -EBNA2 (2) -EBNA2 (3) +EBNA2 (1) +EBNA2 (2) +EBNA2 (3) (Standard Gel)
quantity quantity quantity quantity quantity quantity (quantity)
1116 678,83 587,04 642,34 3751,99 5884,19 4972,28 (-3)
636 4869 average
0.13 1 normed
Abb.!7: Schematische Übersicht der Zielproteinidentifikation. Weitere Erläuterungen befinden sich im Text.
Quantitative Analyse
aus der
35S-Autoradiographie
Identifikation
Trypsin- Verdau
MALDI-ToF-MS Spektrum
777.44, 804.28, 830.46,
842.50, 853.47, 905.52,
927.50, 973.50, 995.49,
1033.50, 1060.54, 1065.48,
1091.55, 1095.52, 1109.47,
1157.56, 1165.56, 1179.58,
1203.61, 1220.59, 1234.63,
1265.61, 1277.69, 1298.73,
1307.65, 1320.69, 1341.69,
1357.68, 1364.65, 1383.68,
1393.70, 1393.70, 1426.80,
1434.74, 1455.75, 1475.75,
1493.72, 1549.73, 1586.77,
1693.88, 1699.82, 1707.75,
1716.84, 1837.93, 1969.02,
1993.98, 2032.92, 2048.94,
2161.01, 2177.01, 2211.11,
2317.12, 2333.11, 2383.99,
2580.30, 2613.19, 2626.30,
2642.28, 2643.28, 2688.14,
2704.19, 2720.24, 2736.41,
4083.97
SSP 1116
Standardgel aus
     PDQUEST
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2.2.1.4 „Peptide mass fingerprinting“ und Proteinidentifikation
Die Identifikation des Proteins erfolgt durch Abgleich der gemessenen Peptidmassen mit
denen für das jeweilige Enzym theoretisch berechneten Peptidmassen für alle in einer
Datenbank enthaltenen Proteinsequenzen. Voraussetzung dafür ist, dass das Protein
sequenziert ist und in der Suchdatenbank eingetragen ist. Dem Wissenschaftler stehen dazu
eine Vielzahl frei zugänglicher Proteinsequenzdatenbanken zur Verfügung.
Durchführung
Trypsin-Verdau
Die Proteinspots wurden aus einem fixierten Coomassie Blue gefärbten Gel ausgeschnitten, in
silanisierte 500 µl Eppendorfgefäße überführt und mit 100 µl Wasser (Millipore) einmal
10!min gewaschen. Nach kurzer Zentrifugation wurde das Wasser anschließend mit einer
Pipette entfernt. Die Gelstücke wurden zweimal im Wechsel ca. 5-10!min mit 50%
Acetonitril, 50!mM NH4HCO3 (frisch angesetzt) gewaschen und in 20!µl 50!mM NH4HCO3-
Lösung mit 50!ng Trypsin 5 bis 12 h bei 37°C verdaut. Der Überstand wurde in ein neues
Eppendorf Gefäß überführt und die verbliebenen Gelstücke nochmal mit 30!µl 70%
Acetonitril für 10!min bei RT inkubiert. Der Überstand wurde abgenommen, mit dem ersten
Überstand vereinigt, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und im Vakuum (Speedvac)
getrocknet. Das erhaltene Lyophilisat wurde in 50!µl Wasser gelöst und erneut getrocknet.
Dieser Prozess wurde solange wiederholt bis keine Salzrückstände mehr sichtbar waren.
Anschließend wurde das Lyophilisat bei -20°C gelagert.
Bei tryptischem Verdau von Proteinen aus Silbergelen hat es sich bewährt, die Gelstücke mit
dem silbergefärbten Protein vor der oben beschriebenen Prozedur zu bleichen: Nach erstem
Waschen in H2O wurden die Gelstücke mit ca. 30!µl frisch gemischter Bleichlösung (ein!Teil
30!mM K3Fe(CN)6 + ein!Teil 100!mM Natriumthiosulfat) versetzt, im Schüttler bis zur
Entfärbung inkubiert (ca. 5!min) und danach dreimal mit je 100!µl H2O gewaschen (einmal
kurz, dann zweimal je 5 min) .
Massenspektrometrie
 Das Lyophilisat aus dem Trypsinverdau wurde in 10!µl Lösungsmittel (10% Acetonitril, 0,1%
Ameisensäure) mit Ultraschall behandelt und anschließend 0,5!µl dieser Lösung mit 0,5!µl
des DHB-Mixes vermischt. Aus dieser Mischung wurden dann sofort 0,5!µl auf das Anchor-
Target (Bruker) aufgebracht und nach Kristallisation im Flugzeitmassenspektrometer Bruker
Reflex III der Firma Bruker Daltonik AG (Bremen) im Reflektormodus vermessen.
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Es wurden ausschließlich positiv geladene Ionen analysiert und zur Verbesserung des Signal-
zu-Rausch-Verhältnisses typischerweise 100 oder 200 Einzelschussspektren aufsummiert. Die
aufsummierten Spektren wurden anschließend mit der Software XMASS 5.01 (Bruker
Daltonik AG, Bremen) prozessiert. Für die Massenbestimmung („Peak Picking“) wurde der
in XMASS 5.01 verfügbare „SNAP“-Algorithmus verwendet. Die Kalibrierung erfolgte
extern mit einem Peptid-Standard-Mix.
DHB-Mix 90% DHB (20!mg/ml 2,5-Dihydroxibenzoesäure; 20% Acetonitril; 0,1%
Trifluoressigsäure) und 10% HMB (2-Hydroxy-5-Methoxybenzoesäure; 20%
Acetonitril; 0,1% Trifluoressigsäure; 20!mg/ml).
Peptidstandard-Mix
Peptid Kat.No
Sigma
Peptidmasse (kD)
(protonierte Form, monoisotopisch)
Bradykinin, Fragment 1-7 B 1651 757,3998
Angiotensin 2 Acetat, human A 9525 1046,542
Angiotensin 1 Acetat, human A 9650 1296,6853
Substanz P S 6883 1347,7361
Bombesin B 4272 1619,823
ACTH (1-17) A 2407 2093,0868
ACTH (18-39) A 0673 2465,199
Somatostatin 28 S 6135 3147,4714
Insulin Kette B, oxidiert  (Rind) I 6383 3494,651
Datenbanksuche
Mit der generierten Peptid-Peakliste wurden wie oben beschrieben durch Peptide mass
fingerprinting die Proteine bestimmt. Dabei wurden mit dem Programm MSBiotools
(MASCOT) alle Einträge von Säugerzellen der Datenbank MSDB („nicht-identische
Proteinsequenz-Datenbank“ des Proteomics Department am Hammersmith-Kampus des
Imperial College, London) mit den Peaklisten verglichen. Die Wahrscheinlichkeits-
abschätzung erfolgte über den Wahrscheinlichkeits-basierten Mowse Score. Dabei ist der
Score = –lg(P) mit P als Wahrscheinlichkeit, dass es sich bei dem Suchergebnis um einen
Zufall handelt. (Der Mowse-Algorithmus ist unter
http://www.matrixscience.com/help/scoring_help.html#PBM)
beschrieben.) Danach gelten Suchergebnisse mit Scores größer als 69 als signifikant (p<0.05).
Der theoretische pI und das Molekulargewicht der gefundenen Proteine wurde ebenfalls der
Datenbank MSDB entnommen.
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2.2.2 Proteintransfer und immunologischer Nachweis von Protein (Westernblot)
2.2.2.1 Lysatpreparation für eindimensionales SDS-PAGE
107 B-Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und anschließend in 200!µl  Laemmli-Puffer
(50!mM TRIS/HCl, pH7; 20%!Glycerol; 2%!SDS; 5%!b-Mercaptoethanol; 0,02!%
Bromphenolblau) lysiert, mit Ultraschall behandelt (Schaumbildung!) und 5 min bei 95°C
erhitzt. Dann wurden 15!µl Lysat auf ein Gel aufgetragen (1,5!mm Dicke) und aufgetrennt.
(Sammelgel: 250!mM TRIS/HCl, pH6.8; 0,1%!SDS;  5%!Acrylamid/Bisacrylamid 29:1;
Trenngel: 375!mM TRIS/HCl, pH8.8; 0,1%!SDS;  10%!Acrylamid/Bisacrylamid 29:1;
Laufpuffer:  192 mM Glycin, 25 mM TRIS, 1% SDS). Einstellungen am Ultraschallgerät
(Cell Disruptor B15, Branson Sonic Power, Smithkline): Output Control: 6; Pulsed; 45%
Duty Cycle.
2.2.2.2 Proteintransfer- und Nachweis
Im Wasserbad werden Whatmanpapier, das SDS-
Polyacrylamid-Gel mit den aufgetrennten Proteinen und eine
Nitrozellulose-Membran in der in Abb.8 gezeigten Weise
aufeinandergelegt. Der Proteintransfer erfolgte in CAPS-Puffer
(4,4!g CAPS, Sigma, 0,7!g NaOH; 100!ml Methanol in einem
Liter) entweder 45 min bei ca. 450 mA in einer 10!cm!x!10!cm
Blotkammer oder 5 h bei ca. 400!mA in einer 20!cm!x!16!cm
Blotkammer (2D-Western). Die proteinbeladene Membran wurde zur Kontrolle des Transfers
mit Ponceau S (Sigma) 2!min gefärbt und mit Wasser oder PBST wieder entfärbt. Zur
Absättigung freier Bindungsstellen der Nitrozellulose wurde diese 1 h bei RT oder über Nacht
bei 4°C mit Blockpuffer (PBST mit 5% entfettetem Milchpulver oder Rotiblock (ROTH))
inkubiert. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem spezifisch bindenden ersten
Antikörper im Blockpuffer für 1h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C. Daraufhin
wurde die Membran dreimal 10 min mit 50 ml PBST gewaschen und nachfolgend ca. 1h in
PBST mit einem spezifisch bindenden zweiten, Peroxidase-gekoppelten Antikörper . Danach
wurde die Membran 3 mal 10!min mit 50 ml PBST gewaschen. Die Sichtbarmachung der
Antikörperbindung erfolgte mit dem ECL-System (ECL oder ECLAdvanced, Amersham). Bei
der ECL-Reaktion setzt die am Sekundärantikörper gebundene Meerrettich-Peroxidase (HRP)
Gel
Whatman
Papier
Whatman
Papier
Membran
Abb. 8
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unter Stickstoff-Freisetzung und Lichtemission das Reangenz Luminol mit
Wasserstoffperoxid um. Die sich an den Antikörperbindungsstellen entwickelnde
Chemilumineszenz wurd durch ECL-Filme (Amersham) detektiert.
Antikörper Spezies Verdünnung Blocking Bezugsquelle
MYC-Tag (9E10) Maus 1:1000 5% Milch Roche
pY701-STAT1 Kaninchen 1:500 1% Milch Cell Signalling
pS727-STAT1 Kaninchen 1:1000 5% Milch Upstate
STAT1(9H2) Maus 1:1000 5% Milch Cell Signalling
Phospho-eIF2a Kaninchen 1:1000 5% Milch Cell Signalling
eIF-5A Kaninchen 1:5000 Rotiblock Prof. J. Hauber
pT308-Akt Kaninchen 1:1000 Rotiblock Cell Signalling
anti-Kaninchen-IgG-HRP Ziege 1:3300 5% Milch BIORAD
anti-Maus-IgG-HRP Ziege 1:5000 5% Milch Sigma
2.2.2.3 Strippen von Antikörper-beladenen Membranen
Während des sogenannten Strippens der Membran wird nicht elekrotransferiertes, auf der
Membran befindliches Protein (Block-Proteine, Antikörper) entfernt. Die mit Protein und
Antikörpern beladene Membran wurde dazu 30 min bei 55°C in „Stripping-Puffer“ (100!mM
b-Mercaptoethanol, 2%SDS, 62,5 mM Tris/HCl, pH6,7) im Schüttelinkubator behandelt und
anschließend mindestens dreimal 15!min in 50!ml PBST gewaschen. Danach konnte erneut
nach dem oben beschriebenen Verfahren eine immunologische Detektion durchgeführt
werden.
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2.3 RNA-Analyse-Methoden
2.3.1 Nukleärer Run-On
 Zur Hybridisierung von cDNA-Filterarrays wurden Run-On-markierte RNAs eingesetzt.  Die
Isolierung der Zellkerne und die Durchführung der nukleären Run–On-Reaktion erfolgte in
Anlehnung an Standardprotokolle (Schuhmacher et al., 2001). Bei dieser Methode werden
Zellkerne isoliert und eingefroren. Dadurch werden RNA-Polymerase-Komplexe in dem
Abschnitt eines Genes, in dem sie sich zum Zeitpunkt der Isolation befunden haben, fixiert.
Nach dem Auftauen in Gegenwart von Nukleotid-haltigem Reaktionspuffer kommt es
innerhalb dieser fixierten Transkriptionsblasen wieder zum Einbau von Nukleotiden. Durch
Zugabe von [a 32P]-CTP können so Primärtranskripte radioaktiv markiert werden. Die
Einbaurate korreliert dann mit der Anzahl der aktiven Polymerasekomplexe innerhalb eines
Genes und dies wiederum spiegelt die Promotoraktivität eines Genes wider.
Durchführung
Zur Präparation von Zellkernen wurden 2x107-108 Zellen abzentrifugiert (7!min,
300!x!g,!4°C), das Zellsediment in 10-40 ml kaltem PBS gewaschen, erneut zentrifugiert und
anschließend in 2-10 ml kaltem Lysepuffer 3-4 mal in einer Pipette auf –und abpipettiert,
dann 5-15 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellkerne durch Zentrifugation
(7!min, ca. 470!x!g, 4°C) pelletiert und mit einer 1!ml-Spitze (Gilsonpipette) in 100-500!ml
TMEG-Puffer resuspendiert, à 100 ml (ca. 2x107 Kerne) portioniert, in flüssigem Stickstoff
schockgefroren und bei –80°C aufbewahrt. Zur Durchführung der Run-On-Reaktion wurden
die Kerne auf Eis aufgetaut und mit 100 ml Reaktionspuffer 15 min bei 28°C inkubiert.
Anschließend wurde DNase I (50U, RNase frei, Roche Diagnostics) hinzugefügt und die
Reaktionslösung 10 min bei Raumtemperatur inkubiert (zweimal). Im Anschluss folgte eine
60-minütige Inkubation mit Proteinase K (0.65!mg/ml) bei 37°C. Nach der Isolierung der
nukleären Transkripte über Sephadex G-50 Säulen wurde die radioaktiv markierte RNA in
5!ml Churchpuffer gegeben und mit Clontech!Atlas!Human!Cancer!1.2- oder Hematology/
Immunology-Nylonmembranen (Clontech, http://www.clontech.com) für 36!h bei 65°C
hybridisiert. Vorher wurden die Nylonmembranen 2-5 min in 80-90oC heißer 0.5% SDS-
Lösung und anschließend mindestens zweimal 1h bei 65°C in Churchpuffer vorbehandelt.
Nach der Hybridisierung wurden die Membranen sukzessive bei 65°C je zweimal mit 50!ml
Waschpuffer I-III gewaschen. Dann erfolgte 15 min Rnase!A-Verdau in Puffer III bei
Material & Methoden
25
Raumtemperatur (final 2!mg/ml RNase!A). Abschließend wurden die Filter -nach erneuter
Behandlung mit Waschpuffer!II bis die gemessene Radioaktivität konstant bieb- in einer
Filmkassette mit Intensivierungsschirm bei –80°C und Kodak Biomax!MS Film exponiert.
Lysepuffer 10!mM Tris/HCl pH7,5; 3!mM MgCl2; 10!mM NaCl; 0.5% (v/v) NP40
TMEG Puffer 50!mM Tris/HCl pH!8.3; 5!mM MgCl2; 0.1!mM EDTA/NaOH pH!8.0; 40%
(v/v) Glycerin
Reaktionspuffer 300!mM KCl; 5mM MgCl2; je 0.5!mM ATP, UTP, GTP und 100µCi
[a32P]-CTP (800 Ci/mmol, 10!mCi/ml; Amersham Pharmacia Biotech)
Churchpuffer 0,5 M Natrium-Phosphat pH 7,1; 7% SDS; 1!mM EDTA
Waschpuffer I 1% SDS; 2xSSC
Waschpuffer II 0.5% SDS; 0,1xSSC
Waschpuffer III 2xSSC; 1!mM EDTA
2xSSC 300 mM NaCl, 30 mM Natriumcitrat
Die Auswertung der Autoradiographien erfolgte durch visuelle Abschätzung. Zur weiteren
Verifizierung der Targets wurden Northern Blots oder Lightcycler-RT-PCR-Analysen
durchgeführt.
2.3.2 Real-Time-PCR
Neben der mRNA-Analyse durch radioaktiven Northernblot wurde ebenfalls die Methode der
reversen Transkription von mRNA mit anschließender Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)
eingesetzt. Beim sogenannten Lightcycler (Roche) handelt es sich um eine PCR-Maschine, in
der die PCR-Reaktion in Quarzkapillaren erfolgt und nach jedem einzelnen Zyklus die
Inkorporation des Farbstoffes SYBR!Green!I in die sich vermehrende doppelsträngige DNA
optisch (LASER) vermessen wird. Die Fluoreszenzzunahme entspricht dann der Zunahme an
doppelsträngiger DNA. Durch die online-Detektion wird es möglich, jede einzelne PCR-
Reaktion in ihrer exponentiellen Phase zu quantifizieren.
In der exponentiellen Phase vermehrt sich die DNA-Menge in jedem Zyklus um den gleichen
Faktor E (ca. 2), weshalb sich die PCR hier nach einer Gleichung erster Ordnung verhält :
I     
† 
N[ ]C = N[ ]0 ⋅ E
C
[N]C = Konzentration der DNA nach Zyclus C
[N]0 = Konzentration der DNA vor Beginn der PCR
C     = Zyklenzahl
E     = Effizienz (Vermehrungsfaktor der DNA pro Zyklus)
Nach vielen PCR-Zyklen mit DNA-Vermehrung kommt die Reaktion in die Plateauphase,
weil sich die Ausgangsstoffe (Primer, dNTPs etc.) verbrauchen. Hier steht die Fluoreszenz
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nicht mehr in berechenbarer Abhängigkeit der Zyklenzahl und Ausgangsmenge der cDNA
allein, sondern der Faktor E verändert sich (Abb.!9).
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Abb.!9:
Diagramm Zyklenzahl gegen
Fluoreszenz in einem
Lightcycler-PCR-Experiment
mit den Proben N1 und N2.
Maßgeblich für den quantita-
tiven Vergleich von N1 und
N2 ist die Zyklenzahl am
Crossingpunkt Cp, an dem
die reale Lightcycler-PCR-
K u r v e  n o c h   d e r
theoretischen Gleichung
† 
N1[ ]C = N1[ ]0 ⋅ E
C
folgt.
Bei der Lightcycler-Analyse bleibt man daher zur Analyse der Ursprungsmenge der
eingesetzten Ziel-cDNA im logarithmischen Bereich. Dazu legt man willkürlich eine
„Crossing Line“ in einen Bereich der Fluoreszenz, wo sich alle betrachteten PCR-Reaktionen
noch im logarithmischen Bereich befinden. Der Schnittpunkt der sigmoiden Fluoreszenz-
versus-Zyklenzahl-Kurve mit der Crossing-Line stellt den Crossingpunkt Cp dar. An diesem
Punkt ist die Fluoreszenz und somit die Menge von amplifizierter DNA gleich. Daher gilt für
2 PCR-Reaktionen mit den cDNAs N1 und N2:
II 
† 
N1[ ]Cp(N1) = N2[ ]Cp (N 2) [Nx]Cp(Nx)  = Konzentration der DNA Nx am Crossing Point
                    der PCR von Nx
Aus I ergeben sich für [N1]Cp(N1) und [N2]Cp(N2) die Gleichungen III und IV:
III      
† 
N1[ ]Cp(N1) = N1[ ]0 ⋅ E
Cp( N1)
IV     
† 
N 2[ ]Cp(N 2) = N 2[ ]0 ⋅ E
Cp(N 2)
[Nx]0 = Konzentration der DNA vor Beginn der PCR
Cp(Nx) = Crossing Point der PCR mit Nx
Aus II folgt, dass III = IV, woraus sich die Relation zwischen [N1]0 und [N2]0 errechnen läßt.
Lightcycler-PCR
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† 
N1[ ]C = N1[ ]0 ⋅ E
C
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V      
† 
N1[ ]0
N 2[ ]0
=
E Cp(N 2)
E Cp(N1)
≡ Induktion
Diese Relation wird in dieser Arbeit als Induktion von N (also eines beliebigen Gens)
definiert, wobei [N1]0 der mRNA-Konzentration einer Zelle im nicht induzierten Zustand
(z.B. EREB2-5 ohne EBNA2) entspricht.
E läßt sich für jedes Primerpaar aus der PCR einer Verdünnungsreihe aus Amplifikat von N
ermitteln. Formt man Die Gleichung III bzw. IV um, erhält man
VI          
† 
Cp(Nx) = -
lg Nx[ ]0
lg E
+
lg Nx[ ]Cp(Nx )
lg E
.
Trägt man dann Cp(Nx) für verschiedene [Nx]0 auf (PCRs aus Verdünnungsreihe), kann man
die Steigung der Geraden ermitteln und daraus E berechnen (Gleichung VII):
VII         
† 
Steigung = - 1
lg E
fi E =10
-
1
Steigung
Ê 
Ë 
Á 
Á 
ˆ 
¯ 
˜ 
˜ 
Durchführung
2.3.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA
Aus humanen B-Zellen wurde Gesamt-RNA entweder durch Phenol-Chloroform-Extraktion
(peqGold TriFast, Peqlab) oder durch das Rneasy Midi Kit-Säulensystem (Qiagen) gemäß
Protokollen der Hersteller isoliert. Für Lightcycler-PCRs wurde ein Dnase!I–Verdau
durchgeführt, und die RNA erneut durch Phenol-Chloroform-Extraktion  gereinigt.
(Dnase 1-Verdau: 1!µg GesamtRNA wurde mit 1U Dnase!I (Roche) in 20 mM Tris/HCl
pH8,3; 50!mM KCl; 10!mM!MnCl2 30 Minuten bei 25°C und 5 min bei 75°C inkubiert.)
2.3.2.2 Reverse Transkription von Gesamt-RNA
1 µg total-RNA wurde mit 100 ng Oligo-dT auf 6,25 µl Gesamtvolumen gebracht und 5 min
bei 65°C inkubiert. Anschließend wurden 3,75 µl RT-Mix hinzugefügt. Die reverse
Transkription erfolgte 55 min bei 37°C und wurde durch dreiminütiges Erhitzen auf 95°C
beendet. Der RT-Ansatz wurde dann 1:10 mit Wasser verdünnt und direkt für die Lightcycler-
PCR eingesetzt („cDNA“).
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 RT-Ansatz (finale Konzentration im 10!µl Ansatz)
RNA 100 ng/µl
oligo(dT)15 2 µM
dNTP`s 1 mM
Puffer NX
KCl
Tris-Cl pH 8,4
MgCl2
Tween 20
60 mM
15 mM
3 mM
0,3%
ß-Mercaptoethanol 10 mM
Rnasin (Promega) 10 U
Mo-MLV RT (Promega) 100 U
2.3.2.3 Lightcycler-PCR und Primer
Die PCR-Reaktion erfolgte in einer Quarzkapillare im Lightcycler (Roche). Nach einem
zehnminütigen Denaturierungsschritt bei 95°C zum Aufschmelzen der Wachskügelchen, in
denen die Taq-DNA-Polymerase enthalten ist, erfolgten 45 Zyklen mit 1 Sekunde 95°C, 10
Sekunden Annealing, und ein Amplifikationsschritt bei 72°C. Die Annealingtemperatur und
Amplifikationszeit variierten je nach Primerpaar (siehe Primertabelle). Die PCR wurde z.T.
auch in 10 µl Gesamtvolumen durchgeführt.
PCR-Reaktions-Gemisch Volumen/ml
H2O 12,4
MgCl2(25mM) 1,6
Roche Mix 2
Primerpaar (10 mM) 2
cDNA 2
Die Primer der folgenden Liste wurden freundlicherweise von Dr. Reinhard Mailhammer zur
Verfügung gestellt.
Primerpaare Reinhard Mailhammer
RM Name
Acc
OLIGO              Länge    Tm 3' Sequenz
154
155
MIP1a
M23452,M24110,
M32337  
5’-PRIMER            24     65 CTCTGCATCACTTGCTGCTGACAC
3’-PRIMER            22     65 CACTCAGCTCCAGGTCGCTGAC
AMPLIFIKATGRÖßE : 212
193
194
GAPDH
M33197
5’-PRIMER            22     70 GCACCACCAACTGCTTAGCACC
3’-PRIMER            21     70 GTCTGAGTGTGGCAGGGACTC
AMPLIFIKATGRÖßE : 637
441
442
CCR8
X14768
5’-PRIMER            21     65 CCTAAAGGTGAGGACGATCAG
3’-PRIMER            22     65 CCTAGGTAGTTGAAGATTTGGC
AMPLIFIKATGRÖßE : 558
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Primerpaare Reinhard Mailhammer ff.
RM Name
Acc
OLIGO              Länge    Tm 3' Sequenz
451
452
RANTES
M21121
5’-PRIMER            20     65 CCTCTGCGCTCCTGCATCTG
3’-PRIMER            20     65 AACTGCTGCTCGTCGTGGTC
AMPLIFIKATGRÖßE : 370
459
460
CCR4
NM_005508
5’-PRIMER            21     65 GGCTCAGGTCCATGACTGATG
3’-PRIMER            20     65 GCTCCACCAGGGTCTCTAGG
AMPLIFIKATGRÖßE : 603
461
462
CCR1
L10918,L09230
5’-PRIMER            21     65 CCAGCATCTACCTCCTGAACC
3’-PRIMER            21     65 CCAACAAAGGCAATACCAGCC
AMPLIFIKATGRÖßE : 435
463
464
CXCR4
X71635
5’-PRIMER            21     65 TCATCCTGGTCATGGGTTACC
3’-PRIMER            20     65 GCCAACAGGCGAAGAAAGCC
AMPLIFIKATGRÖßE : 583
469
470
CCRD6
Y12815
5’-PRIMER            21     65 TGGACAAGTACCTGGAGATCG
3’-PRIMER            21     65 GCTCTCTGTTACCTGGAGTGC
AMPLIFIKATGRÖßE : 479
471
472
CCR7
L31581  
5’-PRIMER            20     65 CAGAGAGCGTCATGGACCTG
3’-PRIMER            21     65 GGAGCATGCCACTGAAGAAGC
AMPLIFIKATGRÖßE : 447
475
476
CCR6
U45984
5’-PRIMER            20     65 CTACCGCTGCCTGTGAGCTG
3’-PRIMER            22     65 CAAAGAGGATGTCTGCAATGGC
AMPLIFIKATGRÖßE : 363
477
478
CCR2A
U80924
5’-PRIMER            21     65 GCAGTGAGAGTCATCTTCACC
3’-PRIMER            21     65 CTAGGCTCCTTCTTTGTCCTG
AMPLIFIKATGRÖßE : 404
477
479
CCR2B
U80924
5’-PRIMER            21     65 GCAGTGAGAGTCATCTTCACC
3’-PRIMER            20     65 ACACACAGCCCTGAGGTTCC
AMPLIFIKATGRÖßE : 490
492
493
CCXCR1
L36149  
5’-PRIMER            20     65 CCTCTCAGACCTGGTGTTCG
3’-PRIMER            20     65 GTCCGAAACAGCGTCTGCAG
AMPLIFIKATGRÖßE : 537
498
498
BLR1/CXCR5
X68149  
5’-PRIMER            21     65 TGGGAACTGGACAGATTGGAC
3’-PRIMER            20     65 GATGTGGATGGAGAGGAGGC
AMPLIFIKATGRÖßE : 450
Tm mit diesen Primern wurde in allen Lightcycler-PCRs als 65°C gewählt.
Alle Primer wurden von den Firmen MWG-Biotech oder Metabion synthetisiert.
Primerpaare Martin Schlee
MS Name
Acc
 OLIGO            Start  Länge   Tm     gc%  3' Sequenz
1 her2-4104-5
her2-4302-3
5’-PRIMER         4104   20      60          ctcgttggaagaggaacagc
3’-PRIMER         4302   20      60          ctgaatgggtcgcttttgtt
AMPLIFIKATGRÖßE : 200
15 hCD75-308-5
hCD75-1287-3
Acc: X54363
5’-PRIMER          308   20   59.99   55.00  ctgcgtcctggtctttcttc
3’-PRIMER         1287   20   59.55   55.00  tatccacctggtcacacagc
AMPLIFIKATGRÖßE : 980 (Sonde)
16 hPDE4B-138-5
hPDE4B-1122-5
GI:14734707
5’-PRIMER          138   20   60.13   60.00  ctggtggagagagctggaag
3’-PRIMER         1122   20   60.30   50.00  agcagtttgaaacccacagc
AMPLIFIKATGRÖßE : 985 (Sonde)
17 hCXCR4-16-5
hCXCR4-1014-3
GI:4503174
5’-PRIMER           16   20   59.66   55.00  cagcaggtagcaaagtgacg
3’-PRIMER         1014   20   60.56   45.00  aatttggctccaaggaaagc
AMPLIFIKATGRÖßE : 999 (Sonde)
18 EVI2A-438-5
EVI2A-1426-3
GI:7657074
5’-PRIMER          438   21   60.13   47.62  gcctgaaacatctcacatcgt
3’-PRIMER         1426   20   59.57   50.00  tggttgataagctggtgtgg
AMPLIFIKATGRÖßE : 989 (Sonde)
24 hPDE4B-229-5
hPDE4B-578-5
GI:14734707
5’-PRIMER          229   20   59.86   55.00  cggtgactctgctatggaca
3’-PRIMER          578   20   59.30   45.00  tcatgagctgctgctttttc
AMPLIFIKATGRÖßE : 350
57 SDF1b(445,Mailh.)
SDF1-a-585-3
GI:1220363
5’-PRIMER          196   20   67.11   60.00  tgccagagccaacgtcaagc
3’-PRIMER          585   20   65.38   60.00  tgcacaggtacagggcatgg
AMPLIFIKATGRÖßE : 390
63 ANX4-76-5
ANX4-608-3
gi:178698(1976bp)
5’-PRIMER           76   20   67.08   60.00  ggccatggcaaccaaaggag
3’-PRIMER          608   20   66.42   65.00  cctgggcatcctgtctcacg
AMPLIFIKATGRÖßE : 533
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Primerpaare Martin Schlee ff
MS Name
Acc
 OLIGO            Start Länge   Tm     gc%   3' Sequenz
64 hGMFg-49-5
hGMFg-604-3
GI:18590578
5’-PRIMER           49   20   66.84   65.00  cggtccccacgcctagaaga
3’-PRIMER          604   21   67.70   61.90  ggggttccaagtccccagtca
AMPLIFIKATGRÖßE : 556
65 hTPT1-30-5
hTPT1-567-3
NM_003295
5’-PRIMER           30   20   67.80   65.00  cgctcgctccgagtttcagg
3’-PRIMER          567   20   66.09   65.00  ggggtcacaccatcctcacg
AMPLIFIKATGRÖßE : 538,
66 GSTP1-144-5
GSTP1-691-3
GI:6552334
5’-PRIMER          144   20   66.65   60.00  tggcaggagggctcactcaa
3’-PRIMER          691   20   67.00   70.00  ctgcctcccgctcagagtcc
AMPLIFIKATGRÖßE : 548
67 MDChemok-60-5
MDChemok-614-3
GI:1931580
5’-PRIMER           60   20   67.51   55.00  tccttgctgtggcgcttcaa
3’-PRIMER          614   20   66.88   60.00  cacatgccaggcttgggaga
AMPLIFIKATGRÖßE : 555
68 AF103803-296-5
AF103803-845-3
5’-PRIMER          296   19   66.89   68.42  acccatccgggtcgaggag
3’-PRIMER          845   20   65.53   65.00  ggccccaggaggcctataca
AMPLIFIKATGRÖßE : 550,
70 hCD19-1374-5
hCD19-1870-3
NM_001770
5’-PRIMER         1374   20   59.60   55.00  ctccttctccaacgctgagt
RIGHT PRIMER      1870   20   60.16   50.00  tggaagtgtcactggcatgt
AMPLIFIKATGRÖßE : 497
71 NM23-135-5
NM23-595-3
X17620
5’-PRIMER          135   20   67.11   65.00  gcggggtcttgtgggagaga
3’-PRIMER          596   20   67.45   60.00  cccatgggaaggaggggaaa
AMPLIFIKATGRÖßE : 462
72 EBNA2-34-5
EBNA2-224-3
gi:59074
5’-PRIMER           34   20   65.63   65.00  gcccagaggctcccattctc
3’-PRIMER          224   20   66.55   65.00  ggttgctggagagggcaagg
AMPLIFIKATGRÖßE : 191
74 c-myc(exon2)696-5
c-myc(exon3)931-3
D10493 CDS
5’-PRIMER          696   20   65.02   60.00  TCCGTCCTCGGATTCTCTGC
3’-PRIMER          931   20   64.95   65.00  CCAGTGGGCTGTGAGGAGGT
AMPLIFIKATGRÖßE : 236
79 HHEX_265_5
HHEX_833_3
L16499 (1712)
5’-PRIMER          265   20   65.66   65.00  cagccttctcgcaccactcc
3’-PRIMER          822   20   65.12   60.00  cgccctcaatgtccacttcc
AMPLIFIKATGRÖßE : 558
80 CD44_108_5
CD44_442_3
M59040 (1794)
5’-PRIMER          108   20   66.73   60.00  CCTGCCGCTTTGCAGGTGTA
3’-PRIMER          442   20   66.79   60.00  GGCATTGGGCAGGTCTGTGA
AMPLIFIKATGRÖßE : 335
81 ARHH_564_5
ARHH_1108_3
NM_004310 (1445)
5’-PRIMER          564   20   65.05   60.00  acagcaggctgggaagatgc
3’-PRIMER         1108   20   65.42   65.00  gtctcctggcctggttgacg
AMPLIFIKATGRÖßE : 545
82 ETS1_850_5
ETS1_1409_3
J04101 1450
5’-PRIMER          850   20   65.10   65.00  gtaaactcgggggccaggac
3’-PRIMER         1409   20   65.10   65.00  gtgcagctcctcaggggtgt
AMPLIFIKATGRÖßE : 560
83 EBI2_109_5
EBI2_635_3
L08177
5’-PRIMER          109   20   66.80   60.00  catcacagcacggccaggat
3’-PRIMER          635   20   66.55   55.00  catgccccaagcagaatcca
AMPLIFIKATGRÖßE : 527
84 UDPNacEpi_1625-5
UDPNacEpi_2107-3
AJ238764 (3659)
5’-PRIMER         1625   20   66.72   60.00  tggccaaggaaagggactgg
3’-PRIMER         2107   20   67.01   60.00  gacaaggcctgctggcgaat
AMPLIFIKATGRÖßE : 483
In Lightcycler-PCR-Reaktionen wurde die Amplifikationszeit bei 72°C aus  dem Produkt aus
Amplifikatgröße x 0,04 sec berechnet. Das Primerdesign und die Berechnung der
Annealingtemperaturen Tm erfolgte mit dem Web-Interface des Programmes Primer3
(http://www-genome.wi.mit.edu/genome_software/other/primer3.html).
2.3.3 Northernblot Analyse
5-10 µg gesamtzelluläre RNA wurden in 20 µl RNA-Ladepuffer aufgenommen, 10!min bei
55°C erhitzt und in einem Formaldehyd-Agarosegel in 1xMOPS-Puffer bei 25!V ca. 16h
aufgetrennt. Nach dem Lauf wurde die RNA über einer UV-Lampe (254 nm) sichtbar
gemacht und fotografiert. Die Übertragung auf eine Nylonmembran (Hybond N+, Amersham)
erfolgte als Saugtransfer in 10xSSC (Maniatis et al., 1989). Nach dem Saugtransfer (ca. 24 h)
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wurde die RNA durch UV-Licht fixiert und mindestens zweimal 1h bei 65 oC in
Churchpuffer (siehe Run-On) vorbehandelt. Nach ca. 16!h Hybridisierung mit 5!ml
Churchpuffer inklusive radioaktiv markierter Sonde bei 65°C wurde die Membran wie ein
Run-On-Array (Abschnitt 2.3.1) weiterbehandelt, ohne jedoch Puffer III zu benutzen.
10xMOPS 200!mM Morphpropan Sulfonsäure (MOPS), 50!mM
Natriumacetat, 10!mM EDTA (pH8,0 mit NaOH eingestellt)
Formaldehyd-Agarosegel 1% (w/v) Agarose, 1xMOPS, 6%(v/v) Formaldehyd, 0,025%
(w/v) Bromphenolblau
RNA-Ladepuffer 50%(v/v) Formamid, 1xMOPS, 5,6% Formaldehyd
10xSSC 1,5!M NaCl, 150!mM Natriumcitrat
2.3.3.1 Radioaktive Markierung von DNA Sonden
Für die radioaktive Markierung einzelsträngiger DNA-Fragmente wurde eine von Feinberg
und Vogelstein entwickelte Methode verwendet, bei der Hexanukleotide von zufälliger
Sequenz an hitzedenaturierte, einzelsträngige DNA binden und als Startpunkte für die
Polymerase-Aktivität des Klenow-Fragmentes dienen (Feinberg et al., 1983). Die Markierung
von 50 ng DNA wurde mit dem "random primed DNA labelling kit" der Firma Roche
Diagnostics nach den Angaben des Herstellers durchgeführt. Die Abtrennung der nicht
eingebauten Nukleotide erfolgte über eine Sephadex-G50 Säule (Nick Column, Amersham).
Nach Hitzedenaturierung (5 min bei 95°C, 5 min Eis) konnte die markierte Sonde direkt zur
Hybridisierungslösung (5 ml Churchpuffer) gegeben werden.
2.3.4 Hybridisierung von Microarrays mit FastTrack mRNA
Im Labor von Louis Staudt wurde der sogenannte Lymphochip entwickelt, der 12500 cDNA-
Klone enthält, die eine besondere Gewichtung auf den Genen haben, die in B-Zell-
Kommunikation und –Aktivierung  involviert sind (Alizadeh et al., 1999; 2000). Durch diese
Spezialisierung bezüglich der ausgewählten Gene sind die Lymphochips den handelsüblichen
Affimetrix-„whole Genom“-Arrays überlegen. So sind 10% der Lymphochip-Gene nicht auf
den Affimetrix-Chips enthalten (Andreas Rosenwald, pers. Mitteilung). Bei den gespotteten
Proben handelt es sich um PCR-Amplifikate der Inserts von cDNA-Plasmiden. Die Inserts
stammen aus einer oligo-dT geprimten cDNA-Bank und haben demnach einen 3’-Bias.
2.3.4.1 Vorbereitung der Arrays:
Die auf mit Poly-L-Lysin beschichtetem Glas „geprinteten“ DNA-Proben wurden zunächst im
Dampf von kochendem 1xSSC kurz rehydriert und auf einer 70°C heißen Platte nicht länger,
Material & Methoden
32
als für die Trocknung (ca. 5!sec) nötig, belassen. Danach erfolgte im UV-Stratalinker
(Stratagene) ein UV-Crosslink mit einer Gesamtenergie von 60000 µJ. Zur Absättigung der
freien Lysinreste wurden die Platten 15 min in frisch hergestellter Succinic Anhydrid-
Blocking Lösung (7,2!g Succinsäureanhydrat in 400!ml Methyl-2-Pyrolidinon und 17,9 ml
Borsäure, pH8,0) geschüttelt, 2!min in 100°C heißem Wasser denaturiert, in 95% Alkohol
gewaschen und 2 min in einer Zentrifuge (ca. 140!x!g) getrocknet.
2.3.4.2 mRNA-Färbung und Array-Hybridisierung
Pro Array wurden ca. 3!µg mRNA (Aufreinigung mit dem FastTrack-Kit der Firma Roche
nach Herstellerangaben) in 22!µl Volumen eingesetzt. Die Konzentrationsbestimmung der
RNA erfolgte über Abschätzung der EtBr-Fluoreszenz in einem Agarosegel.
Zur reversen Transkription wurde zunächst Wasser vorgelegt (22!µl-mRNA-Volumen), dann
17!µl „RT-Mix“, die mRNA und danach 3!µl Cy3-dUTP oder Cy5-dUTP hinzugegeben.
Nach fünfminütigem Erhitzen bei 65°C wurden 2!µl Superscript-Enzym hinzugegeben, 1!h
bei 42°C inkubiert und ein zweites mal 2!µl Superscript-Enzym hinzugegeben und 1!h
inkubiert. Gestoppt wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 µl 500!mM EDTA, die RNA
hydrolysierte nach Zugabe von 10 µl 1M NaOH und Inkubation für 10-20 min bei 65°C und
wurde durch 25!µl 1!M Tris-HCl(pH7,5) neutralisiert.
Probenaufreinigung
Zur Volumenkonzentrierung und Reinigung der Probe wurde der Mix zusammen mit 390!µl
TE in Microm YM-30 Säulen zentrifugiert (exakt 7min bei 14000 rpm, damit die Säule nicht
trockenläuft)  erneut mit 450!µl TE gewaschen und dann mit Blocking-TE versetzt und
solange zentrifugiert, bis </= 22 µl Volumen zurückblieben, und das Volumen auf 22!µl
aufgefüllt. Nach Zugabe von 4,25!µl 20!x!SSC und 0,75!µl 10% SDS wurde die Probe 2!min
bei 100°C denaturiert und bei RT abgekühlt.
RT-Mix Volumen/µl pro Ansatz
5x “first strand buffer” 8
oligo(dT)15  (500!µg/ml) 2
20x low-dT/(dNTP) Mix 2
0,1!M DTT 4
RNAsin 1
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Hybridisierung
Die Probe wurde in die Mitte des Glasarrays, der bereits in einer Hybridisierungskammer
positioniert war, getropft und mit einem Deckglas Luftblasenfrei abgedeckt. Nach Zugabe
von zwei 25!µl-Tropfen TE in die Kammer wurde diese verschlossen und 12-16!h in ein 65°C
Wasserbad gelegt. Nach der Hybridisierung wurden die Chips sukzessive in
2xSSC/0,1%SDS, 1xSSC, 0,5xSSC und 0,2xSSC gewaschen und sofort wie oben in der
Zentrifuge getrocknet, um Schlierenbildung von Trocknungsrückständen zu vermeiden.
2.3.4.3 Scannen und Auswerten der Arrays
Die getrockneten Arrays wurden mit einem Genepix-Scanner (Axon Instruments, Union City,
CA) in rot und grün gescannt, mit Gene-Pix Pro Software analysiert und Hand-editiert. Die
Rohdaten wurden nach Mindestspotgröße (25!µm) und Signalintensität extrahiert. Als
hybridisierte Spots galten entweder eine Signalintensität von 50!Rfu (relative fluorescence
units) auf beiden Farbkanälen oder mindestens 500!Rfu auf einem Kanal bei 65000 maximal
möglichen Rfu. Alle Fluoreszenzen wurden auf die Gesamtfluoreszenz des Arrays normiert
und log2-transformiert und als Excel-File zur Verfügung gestellt. Zur übersichtlichen
Auswertung wurden die Daten im Programm Eisen-Cluster (Eisen et al., 1998), nach
Expressionsmuster sortiert und im Programm Treeview (Eisen-Labor) dargestellt (grün =
reprimiert oder log2-Ratio<0, schwarz=gleichbleibend oder log2-Ratio=0, rot=induziert oder
log2-Ratio>0). Das Clustern erfolgte ausschließlich mit der Einstellung „Average Linkage“.
Material
Superscript II Reverse Transcriptase
5x 1st Strand Buffer
Invitrogen, Kat.Nr.. 18064-071
RNAsin Roche, Kat.Nr. 799025
50x low dT-dNTPs, (25!mM dA, dG und dC, 10!mM dT) NEN, Boston
Cy3-dUTP, Cy5-dUTP NEN, Boston
Microcon YM-30 spin columns Millipore,Kat-Nr. 42409
Human COT-1 DNA, 1µg/µl Invitrogen, Nr. 15279011,
Yeast tRNA, 2µg/µl Nr. R8759, Sigma,
Poly dA, 8µg/µl Nr. 27.7922-01, Amersham
20xSSC Gibco
Hybridisierungskammer Corning Glass Works
Software TreeView http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm
Software Cluster http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm
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2.4 Zellkultur
Alle B-Zellen wurden in RPMI (Gibco) 10%!FCS, 2%!Glutamat, 1%!Pyruvat und
1%!Pen/Strep (Gibco) gehalten (Kempkes et al., 1995 , Pajic et al., 2000). P493-6 Zellen
wurden unter 0,1 µg/ml Tetrazyklin arretiert, während EREB2-5 durch zweimaliges Waschen
mit Medium (im 2. Waschritt wurden die Zellen 20 min bei 37°C inkubiert) Östrogen
entzogen wurde. Nach ca. 60!h unter diesen arretierenden Bedingungen wurden P493-6 durch
dreimaliges Waschen in Medium und EREB2-5 durch Zugabe von 2!µM Östrogen reaktiviert.
Für die 2D-Analyse wurden ca. 107 Zellen in 4!ml Cystein- und Methionin-freiem RPMI-
medium (Gibco) mit 10% dialysiertem FCS (Gibco) und gegebenenfalls stimulierenden
Agenzien resuspendiert. Zur langfristigen Lagerung wurden die Zellen in FCS mit 10% (vol)
DMSO in flüssigem Stickstoff gelagert.
Stimulanz/Reagenz Konzentration
Östrogen (Sigma) 2 µM
Tetrazyklin (Sigma) 0,1 – 1 µg /ml
humanes IL4 (Strathman AG) 100-1000 U/ml (=5-50ng/ml)
Staphyllococcus Aureus (denaturiert) 1,25 µg/ml
Diaminoheptan (Sigma) 25 mM
N1-Guanyl-1,7-Diaminoheptane (GC7) 5 mM
INFg (Gibco/Invitrogen) 50 U/ml
Rapamycin (Sigma) 0,1-10000 ng/ml
BAY 1170-85 (Sigma) 0,1 - 8 mM
2.5 Elektroporation
107 Zellen wurden einmal in RPMI ohne Supplement gewaschen und in 250-300!µl RPMI
ohne Supplement inklusive 20!µg Plasmid-DNA 4 min bei RT inkubiert. Die Elektropoation
erfolgte in einer 4 mm Cuvette (EQUIBIO) bei 250V und 950-1000!µF. Anschließend wurde
sofort 250!ml FCS (RT) hinzugegeben, um den nach der Elektroporation entstandenen pH-
Gradienten auszugleichen. Die Zellen wurden 2 Tage in RMPI 10-20% FCS regeneriert, um
dann in Selektionsmedium (1µg/ml Puromycin in RPMI 10% FCS) selektioniert oder im
Westernblot analysiert zu werden.
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2.6 Thymidininkorporationstest
150!µl Zellsuspension wurden in einer Zelldichte von 5·105/ml 4!h mit 10!µCi 3H!Thymidin
inkubiert, mit Wasser lysiert und durch eine 96-Loch-Filtermembran gesaugt (Uni-
Filterplatte-96, Packard Bioscience, Dreieich), auf der sich die DNA immobilisiert. Die Platte
wurde unten abgedichtet (Back Seal, Packard Bioscience) und jedes Loch mit 25!µl
Scintilationsflüssigkeit versetzt, oben abgedichtet und in einem Scintilator (Micro Plate
Scintilation Counter, Packard) vermessen. Jeder Messpunkt war als Triplikat vorhanden.
2.7 MTT-Assay
Zu 100µl Zellkulturvolumen wurden 10µl MTT (Thiazolylblau, 5mg/ml Wasser) gegeben,
4!h bei 37°C im Brutschrank inkubiert und dann weggefroren. Zur Messung wurden 200µl
10% SDS hinzugegeben und über Nacht im Brutschrank lysiert. Anschließend erfogte die
MTT-Messung im ELISA-Reader (OD550-690). Jeder Messpunkt war als Triplikat
vorhanden.
2.8 Molekularbiologische Methoden
2.8.1 Hydrolyse von Plasmid-DNA durch Restriktionsendonukleasen
(Fuchs und Blakesley, 1983)
Hierbei wurden 2 µg Plasmid-DNA mit 2 - 3 U einer Restriktionsendonuklease in einem
Gesamtvolumen von 10 µl für mindestens 60-90 min inkubiert. Die Pufferbedingungen und
Inkubationstemperatur wurden gemäß den Angaben der Hersteller eingestellt. Die Enzyme
wurden gemäß den Angaben des Herstellers 15 min bei 65°C oder 20 min bei 85 °C
denaturiert.
2.8.2 Ligation von DNA-Fragmenten
Für die Ligation von DNA-Fragmenten wurden dephosphorylierte Plasmid-DNA und Insert-
DNA in einem Low-Melting-Agarosegel (Biozyme) aufgetrennt, die entsprechenden DNA-
Banden auf einem UV-Illuminator (Herolab) aus dem Gel präpariert, bei 65°C geschmolzen
und in mindestens doppeltem Volumen Wasser aufgenommen. Die DNA-Mengen wurden mit
Hilfe des verwendeten DNA-Markers (Promega) abgeschätzt. 3 µl Vektor-DNA wurden
anschließend mit 15 µl Insert-DNA und 2µl Ligationspuffer (Promega) versetzt
(Gesamtvolumen 20,5 µl). Die Ligation erfolgte durch Zugabe von 2U T4-DNA-Ligase
(Promega) für 1h bei RT (kohäsive Enden).
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2.8.3 Herstellung chemisch kompetenter E.coli (DH5a) und deren Transformation
Chemische Kompetenz von E. coli des Stammes DH5a wurde den Bakterien vermittelt,
indem 400 ml einer logarithmischen E. coli-Kultur einer OD600 von ca. 0,43  15!min auf Eis
gekühlt und anschließend bei 4°C und 2800xg für 20 min zentrifugiert wurden. Das
Bakterienpellet wurde in 50 ml Transformationspuffer 1 resuspendiert und bei 4°C und
2800xg erneut 10 min pelettiert. Das so erhaltene Pellet wurde in 10!ml
Transformationspuffer 2 aufgenommen, zu 200!m l Aliquots in flüssigem Stickstoff
schockgefrohren und dann bei -70°C gelagert.
Transformationspuffer 1 Transformationspuffer 2
1,2 % w/v RbCl; 2 % v/v einer 0,5 M Lösung Mops, pH 6,8 (mit NaOH)
0,99 % w/v MnCl2 x 4 H2O; 0,12 % w/v RbCl
30mM Kaliumacetat; 1,1 % w/v CaCl2
0,15 % w/v CaCl2, 15 % v/v Glycerin
15 % v/v Glycerin,
pH 5,8 (mit Eisessig eingestellt)
(in wäßriger Lsg.) (in wäßriger Lsg)
Zur Transformation wurden 100!µl der auf Eis aufgetauten Zellen mit 10!µl des
Ligationsansatzes 30 min auf Eis und 2 min bei 42°C (Hitzeschock) inkubiert. Nach Zugabe
von 1 ml LB-Medium erfolgte zur Regeneration der Bakterien 45 min Inkubation bei 37°C.
Die Zellen wurden 2 min bei 7000 rpm abzentrifugiert und in 50!m l LB-Medium
(Gibco/Invitrogen) auf eine vorgewärmten LB-Platte (LB-Medium mit 1,2% Agar und
geeignetem Antibiotikum) ausgestrichen. Nach 14!h gewachsene Einzelkolonien wurden
weitere 14!h in 5 ml LB-Medium mit geeignetem Antibiotikum (z.B. 100µg/ml Ampicillin)
unter Schütteln inkubiert und für die Analyse durch Zentrifugation (20000 x g) geerntet.
2.8.4 Plasmidaufarbeitung
Die präparative Plasmidaufarbeitung erfolgte mit Hilfe von DNA-Adsorptionssäulen
entsprechend den Angaben des Herstellers (Genomed). Für Minipräparationen wurden
dieselben Reagenzien benutzt, nur wurde statt der Abtrennung der Plasmid-DNA mit einer
Säule eine Ethanolfällung (70% Ethanol im Gesamtansatz) der DNA durchgeführt, das
erhaltene Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und in Wasser aufgenommen (zur längeren
Aufbewahrung eingefroren).
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2.8.5 Klonierung von PINCO-M14
In den retroviralen und in humanen Zellen episomal replizierenden Vektor PINCO (Grignani
et al., 1998) wurde über HindIII/NotI eine für HIV-RNA dominant negative Mutante von eIF-
5A "M14" kloniert, die zum Nachweis mit Antikörpern C-terminal mit einen FLAG-Tag
fusioniert war (Bevec et al., 1996). In diesem mutierten eIF-5A ist Leu138 gegen Ser und
Asp139 gegen Leu ausgetauscht.
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Abb.!10: In den retroviralen und in humanen Zellen episomal replizierenden Vektor PINCO wurde über
HindIII/NotI eine für HIV-RNA dominant negative Mutante von eIF-5A "M14" kloniert, die zum Nachweis
mit Antikörpern C-terminal mit einen FLAG-Tag fusioniert war (Bevec et al., 1996). In diesem mutierten
eIF–5A ist Leucin138 gegen Serin und Aspartat139 gegen Leucin ausgetauscht. Eingezeichnet sind
ausschließlich Schnittstellen von Restriktionsenzymen, die einmal oder zweimal im Plasmid schneiden.
PINCO-M14
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3 Ergebnisse
3.1 2D-PAGE-Analyse von EREB2-5, P493-6 und EBV-infizierten Adenoid-B-Zellen
3.1.1 Zielgenidentifikation und -Klassifizierung
Zur Identifikationen von EBNA2-Targetproteinen wurden Lysate von EBNA2-
Induktionskinetiken mit EREB2-5-Zellen im 2D-PAGE analysiert, quantifiziert und
differentiell regulierte Proteine durch tryptischen Verdau und MALDI-ToF-MS mit der
Fingerprintmethode identifiziert. Zum Herausfiltern von MYC-Zielgenen wurden gefundene
Spots hinsichtlich ihrer Expression in MYC-Induktionskinetiken mit P493-6-Zellen
untersucht. Um die Relevanz der gefundenen differentiell EBNA2-regulierten Proteine in
Bezug auf die frühe Virusinfektion abschätzen zu können, wurden Adenoid-B-Zellen isoliert,
mit EBV-Partikeln infiziert und 3 Tage nach Infektion  analysiert.
Die in ihrer Expression durch EBNA2 regulierten Proteine sind in Abb.!11 dargestellt und in
den Tabellen 1 und 2 zusammengefaßt. Abb.!12, 13 und 14 zeigen repräsentative
Autoradiographien von 2D-Gelen 35S-markierter Gesamt-Zell-Lysate aus den Versuchen mit
EREB2-5, P493-6 und Adenoid-B-Zellen in den Situationen –/+!8!h Östrogen, +/–!8!h
Tetrazyklin und –/+!72!h Inkubation mit Epstein-Barr-Virus (B95.8–Stamm).
Es konnten 20 EBNA2-abhängige Proteine gefunden werden, von denen 12 induziert und 8
reprimiert waren. Die am stärksten induzierten Proteine finden sich in den Funktionsbereichen
Nukleotidsynthese, Translation, Proteinabbau und Lipidstoffwechsel wieder. Weitere starke
Regulation findet man im Bereich (oxidative) Stressantwort. Weniger stark aber eindeutig
reguliert sind Proteine im Bereich Zytoskelett-Organisation, Immunologie und
Signaltransduktion, wobei die genaue Funktion letzterer noch unklar ist. Die meisten stark
induzierten Proteine bestätigen die Ergebnisse aus einem mRNA-Screen (PCR-Select: Kaiser
et al., Promotion 1999). Tendenziell scheinen die meisten EBNA2-abhängigen Targets auch
von MYC reguliert zu sein, wobei die Induktion durch EBNA2 stärker ist, als die durch
MYC, was auch die Ergebnisse aus Thymidininkorporationsassays widerspiegeln (Abb.!15).
Dies kann auf die dichtere Regulation des ER/EBNA2-Fusionsproteins im Vergleich zur
Tetrazyklin-regulierten MYC-Transkription zurückgeführt werden. Als MYC-unabhängig
reguliert können 4 oder 5 Targetproteine- Annexin!IV, g–Actin, Glia-Maturations-Faktor!g,
der IgE-abhängige Histamin-Sezernierungsfaktor!(HRF= IgE dependent histamine releasing
factor) und möglicherweise das bisher nicht untersuchte Protein, das durch die cDNA
AF103803 kodiert wird, angesehen werden.
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In EBV-infizierten Adenoid-B-Zellen sind am stärksten und besten reproduzierbar NM23,
hGMFg und die Anorganische Pyrophosphatase reguliert. Während beim Vergleich der Zell-
Linien keine Unterschiede im Silbergel detektiert werden konnten, waren die Unterschiede in
silbergefärbten Gelen der infizierten und nicht infizierten Adenoid-B-Zellen genauso stark
oder stärker zu sehen (Gele nicht gezeigt).
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Abb.!11 EBNA2- bzw. MYC-regulierte Zielproteine in EREB2-5 (links) - bzw. P493-6-Zellen (rechts). Die
Quantifizierung erfolgte aus der 2D-Gel-Autoradiographie 35S-markierter Gesamt-Zell-Lysate. Die Zielproteine
sind nach (möglicher) Funktion geordnet (siehe dazu auch Tabelle 1). In den Zell-Linien EREB2-5 bzw. P493-6
wurde 8h EBNA2 bzw. 8h Myc induziert. Der obere helle Balken gibt den induzierten, der dunkle Balken den
nicht induzierten (arretierten) Zustand wider. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung der mindestens
zweimals als Triplikate durchgeführten Experimente.
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Abb.!12            EREB2-5 ohne Östrogen (- EBNA2) EREB2-5 8h + Östrogen (+ EBNA2)
pI(nonlinear) pI(nonlinear)
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(kDa)
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(kDa)
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Abb.!13             P493-6 mit Tetrazyklin ( - myc) P493-6 8h ohne Tetrazyklin ( + myc)
pI(nonlinear) pI(nonlinear)
MW
(kDa)
MW
(kDa)
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Abb.!14                Adenoid-B-Lymphozyten ohne EBV Adenoid-B-Lymphozyten + EBV
pI(nonlinear) pI(nonlinear)
MW
(kDa)
MW
(kDa)
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Spot-Nr. Funktion Locus Name (englisch) Induktion
  EREB2-5     P493-6           EREB2-5          Adenoid-B-Zellen
8h
+EBNA2
8 h
+myc
26 h
IL4
26 h
EBNA2
3 Tage
EBV
3 Tage
EBV(Ag)
14 DNA-Metabolismus? A33386 NM23-H1g 10,53* 3,86* 3,27 11,24 1,75 1,58
5 Nukleotid-Metabolismus AAH01022 Inorganic Pyrophosphatase 6,40* 2,03* 1,08 1,97 1,42 1,89
15,1 mRNA-Transport IF5A_HUMAN eIF-5A, acid (nonhypusinylated)Form 2,93* 1,47 1,50 2,33 1,06 0,81
15,2 mRNA-Transport IF5A_HUMAN eIF-5A, basic (hypusinylated) Form 6,83 2,04 1,52 3,55 1,28 1,23
11 Protein-Anabolismus R5HUPO Acid Ribosomal Protein PO 3,39 1,51 1,93 4,95 2,43 1,13
22 Protein-Katabolismus A40085 Ubiquitin Thiolesterase L3 (UCHL3) 3,64 1,38 1,82 3,71 1,32 0,97
9 Protein-Katabolismus AAH01423 Ki Autoantigen (PA28g) 5,64* 1,63 1,33 3,69 1,67 1,95
27 Lipidstoffwechdsel 1B56 Fatty Acid Binding Protein 33,11* 5,79* 3,54 19,16 1,01 1,16
10 Stress-Antwort ANX4_HUMAN Annexin IV 0,35 0,94 0,77 0,38 0,54 0,76
20 RedOx-Status GTP_HUMAN Glutathion S Transferase P 0,37 0,72 0,36 0,32 n.d n.d
21 RedOx-Status Q96HK4 Peroxiredoxin 3 0,41 0,49 0,62 0,25 0,61 0,96
25 RedOx-Status THIO_HUMAN Thioredoxin 4,83* 2,27 2,50 4,01 0,56 0,75
1 Immunologie S06590 IgE-dependent Histamine Releasing Factor 1,80 1,15 1,39 1,92 0,81 1,05
4 Zytoskelett AAA51580 g-Actin 0,55 0,98 1,17 0,80 1,34 0,79
6 Zytoskelett CAPB_HUMAN F- Actin Capping Protein ß-Subunit 0,67 0,84 1,01 0,73 0,83 0,84
19 Zytoskelett/Signaling A47742 Ly-GDI 0,74 0,82 0,88 0,64 0,77 0,71
7 Signaling? Q9UKY7 AF103803 (Target mRNA of Her2/neu) 0,47 0,87 0,87 0,65 0,76 0,92
oder Q96IP9 "short" AF103803 0,47 0,87 0,87 0,65 0,76 0,92
16 Signaling? GLMG_HUMAN Glia Maturation Factor g 0,63 0,94 0,75 0,42 0,33 0,62
2 Apoptose AAH09197 BID 1,85 0,83 n.d. n.d. n.d. n.d.
Tabelle 1: EBNA2-Target-Proteine ausgewertet aus der 2D-Gel-Autoradiographie 35S markierter Gesamt-Zell-Lysate oder aus Silber-gefärbten Gelen „(Ag)“. Die
Indukion ist im Vergleich zum nichtinduzierten Zustand dargestellt Im Vergleich EREB2-5 –EBNA2 versus 8h + EBNA2 wurden 4 Experimente mit 6
unterschiedlichen Probengelen berücksichtigt, im Vergleich EREB2-5 –EBNA2 versus 24h IL4, 24h +EBNA2 wurden 2 Experimente mit 9 (3+3+3) unterschiedlichen
Probengelen ausgewertet, im Vergleich P493-6 –Myc versus 8h +Myc wurden 2 Experimente mit je 6 unterschiedlichen Probengelen berücksichtigt, im Vergleich
Adenoid-B-Zellen wurden 3 Patienten analysiert. * wurden in denselben Systemen auch in RNA-Analyse-Screens gefunden (Kaiser et al., 1999a/b, Schuhmacher et al.,
2001)
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Spot-Nr. Funktion Locus Name (englisch)
MW
(theor.)
pI
(theor.)
Mowse
Score
Sequenz-
Abdeckung
(%)
1 Immunologie S06590 IgE-Dependent Histamine Releasing Factor 19697 4,84 184 62
2 Apoptosis AAH09197 BID 22152 5,27 103 75
4 Zytoskelett AAA51580 g-Actin 26147 5,65 105 59
5 Nukleotid-
Metabolismus
AAH01022 Inorganic Pyrophosphatase 33095 5,54 210 80
6 Zytoskelett CAPB_HUMAN F- Actin Capping Protein ß-Subunit 30952 5,36 197 65
7* Signaling Q9UKY7 AF103803 (Target mRNA von Her2/neu) 27318 6,06 92 56
oder Q96IP9 "Short" AF103803 22066 5,68 98 68
9 Protein-Katabolismus AAH01423 Ki Autoantigen (PA28g) 29602 5,69 126 60
10 Stress- Antwort ANX4_HUMAN Annexin IV 35957 5,85 149 50
11 Protein-Anabolism R5HUPO Acidic Ribosomal Protein PO 34423 5,71 175 43
14 DNA-Metabolism A33386 NM23-H1g 17309 5,83 150 94
15,1 mRNA-Transport IF5A_HUMAN eIF-5A, acid (nonhypusinylated)Form 16918 5,08 95 78
15,2 mRNA-Transport IF5A_HUMAN eIF-5A, acid (hypusinylated)Form 16918 5,08 95 78
16 Signaling GLMG_HUMAN Glia Maturation Factor g 16961 5,18 96 51
19 Zytoskelett/Signaling A47742 Ly-GDI 23031 5,1 142 73
20 RedOx-Status GTP_HUMAN Glutathion S Transferase P 23438 5,44 117 59
21 RedOx-Status Q96HK4 Peroxiredoxin 3 28044 7,11 122 64
22 Protein-Katabolismus A40085 Ubiquitin Thiolesterase L3 26337 4,84 137 61
25 RedOx-Status THIO_HUMAN Thioredoxin 11884 4,82 132 90
27 Lipidstoffwechsel 1B56 Fatty Acid Binding Protein 15295 6,54 170 75
Tabelle 2: EBNA2-Target-Proteine identifiziert aus 2D-Gelen 35S markierter Gesamt-Zell-Lysate. Die angegebenen theoretischen Werte für pI und Molekulargewicht
(MW) stimmen tendentiell mit den beobachteten Werten überein. Die Sequenzabdeckung gibt wieder, welcher Anteil der bekannten Proteinsequenz als Peptide im MALDI-
ToF-MS-Spektrum wiedergefunden wurde. Angegeben ist der Wahrscheinlichkeits-basierte Mowse Score. Suchergebnisse (Datenbank MSDB) mit Scores größer als 69
gelten als signifikant (p<0.05). * bei Spot Nr. 7 ist vom Spektrum her offen, ob es sich um die kurze oder die lange Form von AF103803 handelt.
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Abb.!15 Thymidininkorporationsassay: Gemessen wurde der Einbau von 3H-Thymidin, ein Indikator
für DNA-Replikation und somit Proliferation. EREB2-5 sind nach Zugabe von Östrogen (Ö) sowohl
schneller als auch stärker aktiviert als P493-6 nach Entzug von Tetrazyklin (tet). Der Effekt 72!h nach
Infektion von Adenoid-B-Zellen mit EBV ist geringer.
3.1.2 eIF-5A
Aus der Liste der EBV-Zielgene wurde eIF-5A für eine nähere Charakterisierung ausgewählt,
da es das einzige Protein in dieser Arbeit darstellt, von dem eindeutig mehrere Modifikationen
detektiert werden konnten, die sich hinsichtlich posttranslationaler Modifikationen
unterscheiden (s.u., genaueres dazu in der Diskussion).
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3.1.2.1 Zwei Formen von eIF-5A werden durch EBNA2, Myc und IL4 hochreguliert
In der 2D-Autoradiographie und durch MALDI-ToF-MS konnte eIF-5A als differentiell
reguliertes Targetprotein von EBNA2, c-myc und IL4 identifiziert werden (Tabelle 1).
Während die Identifikation im eindimensionalen Westernblot nicht klar ersichtlich war (Daten
nicht gezeigt), so konnte im 2D-Westernblot von EREB2-5 die Zunahme der sauren
Modifikation detektiert werden (Abb.!16). In der Autoradiographie zeigten sich innerhalb
mehrerer Versuche, in denen EREB2-5 Zellen verschiedenen Alters und mit
unterschiedlichen Seren kultiviert wurden, nur zwei Formen (die saure und die im 2D-PAGE
benachbarte Form) reproduzierbar reguliert.
ohne Östrogen
8h + Östrogen
proliferierend mit Östrogen
anti-eIF-5A 35S-Autoradiographie
Abb.!16: 2D-Westernblot (links) versus 35S-Autoradiographie (rechts) von EREB2-5 Totallysat ohne
Östrogen, 8h mit Östrogen und ständig mit Östrogen expandiert. Alle drei Modifikationen von eIF-5A nehmen
unter Einfluß von EBNA2 zu, was in der Autoradiographie (siehe Pfeile) deutlicher wird als im Westernblot.
3.1.2.2 Charakterisierung posttranslationaler Modifikationen
Um herauszufinden, welche Proteinspots den hypusinylierten Formen entsprechen, wurden
proliferierende EREB2-5 mit den gegenüber Spermidin kompetitiven Inhibitoren der
Hypusinylierung 1,7–Diaminoheptan oder GC7 (N1-Guanyl-1,7-Diaminoheptan) inkubiert
und im 35S-2D-PAGE analysiert. Es zeigte sich eine Anreicherung der sauren Form und eine
Verminderung der beiden basischeren Formen (Abb.!17).
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Abb.!17:  35S-Autoradiographie
vom Totallysat proliferierender
EREB2-5 mit Östrogen. Oben:
unbehandelt, Mitte: nach 5 Tagen
Inkubation mit 5 mM N1-Guanyl-
1,7-Diaminoheptane (GC7), unten:
nach 5 Tagen Inkubation mit 25!mM
Diaminoheptan (DAH).
unbehandelt
5 mM GC7
25 mM DAH
Eine Acetylierung an Lys47 oder an anderer Stelle konnte jedoch nicht eindeutig im MALDI-
ToF-MS nachgewiesen werden, noch hatte die Zugabe von Deacetylasehemmern wie
Natriumbutyrat oder Trichostatin A Auswirkungen auf die Modifikationen von eIF-5A (Daten
nicht gezeigt).
3.1.2.3 Haltbarkeit der Modifikationen
In einem Pulse-Chase Experiment wurden in vivo 35S metabolisch markierte Zellen
anschließend in Medium mit nichtradioaktiven Aminosäuren gehalten. Während die saure und
benachbarte Form schon nach 1/2 h Inkubation in nichtradioaktivem Medium deutlich in ihrer
Radioaktivität abnahmen, wurde das Signal der basischen Form erst nach 24h schwächer
(Abb.!18). Das gleiche Experiment in EREB2-5-Zellen ohne Östrogen zeigte dagegen erst
eine Abnahme der basischen Modifikation nach 72h. Dieses Phänomen des  geringeren
Proteinabbaus in arretierten EREB2-5 gilt auch für andere Proteine und erklärt die Diskrepanz
zwischen 35S-Signalen auf der einen Seite und Silberfärbung oder Westernblots auf der
anderen Seite in EBNA2-Induktionskinetiken.
3.1.2.4 Biologische Relevanz der Modifikationen
Innerhalb der Doktorarbeit wurden EREB2-5 Zellen unterschiedlichen Alters und zwei
verschiedene Seren („I“ und „II“) im Zellkulturmedium verwendet. In einer jungen EREB2-5
Linie, die mit Serum I kultiviert wurde, war jedoch die basische Form nicht immer präsent
(vergl. Abb.!12 und Abb.!17), was bedeutet, dass zumindest diese eIF-5A-Form für das
Überleben der Zellen nicht essentiell ist.
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2D, 35S-Radiographie, EREB2-5,
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2D, 35S-Radiographie, EREB2-5,
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Abb.!18: „pulse-chase“
Unter Östrogen proliferierend (links) oder direkt nach Östrogenentzug (rechts) wurden EREB2-5 Zellen 4h in
vivo 35S-markiert und anschließend in für die angegebene Zeitspanne in Medium ohne radioaktive Aminosäuren
gehalten. In der 2D-Autoradiographie der Totallysate zeigt sich, dass die basische Form von eIF-5A die
stabilste der drei Formen ist. Nach Östrogenentzug ist der Proteinabbau geringer als mit Östrogen.
In der Arbeiten von Bevec et al. (1996) und Kruse et al.(2000) wurde eine Funktion von
eIF–5A bei dem Transport von HIV-RNA und zellulärer RNA beschrieben.
Um die in vivo Relevanz von eIF-5A im Kontext des mRNA-Transportes in LCLs zu
untersuchen, wurden eine leicht transfizierbare LCL-Linie "1.11" (immortalisiert mit wt
B95.8, Falk Nimmerjahn) und die EBV-negative Burkitt Lymphom Zell-Linie DG75 mit dem
episomalen Expressionsvektor PINCO (Nolan-Labor) transfiziert, der eine dominant negative,
für Rev1/HIV transportdefiziente Mutante „M14“ unter der Kontrolle eines CMV-Promotors
exprimiert. Nach Selektion mit Puromycin (1µg/ml) konnten stabil transfizierte Zellen
erhalten werden, in deren Zell-Lysaten sich FLAG-getaggtes M14 nachweisen ließ (Abb.!19).
Außerdem wurden mit dem GFP-exprimierenden Ursprungsvektor PINCO transfizierte,
stabile Zell-Linien unter Puromycinselektion generiert. Lysate aus M14-transfizierten Zellen,
GFP-Kontrollzellen und Wildtyp-Zellen wurden im 2D-PAGE analysiert. Es konnten jedoch
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keine signifikanten Unterschiede im Proteinexpressionsmuster gefunden werden. Zusätzlich
ergaben FACS-Messungen keine Unterschiede der CD83 Expression (Diana Dudziak, pers.
Mitteilung). Die CD83 mRNA wurde als von eIF-5A transportierte mRNA publiziert (Kruse
et al., 2000). Der fehlende Phänotyp der M14-Expression könnte auch auf eine zu schwache
Expression von M14 in diesen Zellen zurückzuführen sein: M14 war im 2D-Gel in beiden
Zell-Linien weder in der Silberfärbung noch in der 35S-Autoradiograhie als separater
Proteinspot  detektierbar.
                                                 1             2                 3              4
Abb.!19: Anti-FLAG Western Blot stabiler B-Zell-Linien: 1: LCL(1.11) + PINCO-M14-FLAG; 2: LCL(1.11)+
PINCO-GFP; 3: BL(DG75)+PINCO-M14 FLAG; 4: BL(DG75) + PINCO-GFP. Stabile Zell-Linien exprimieren
die FLAG-getaggte, transportdefiziente, negativ dominante Form von eIF-5A (M14-FLAG), wobei die LCL-
Linie (immortalisiert mit EBV Typ B95.8) weniger M14 Protein exprimierte als die BL-Zell-Linie DG75.
17 kD
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3.2 Nukleäre Run-On-Experimente
3.2.1 Screening mit Clontech-Membran-Microarrays
Da im Proteom-Ansatz EBNA2-Targetproteine erst frühestens 4-5!h nach Östrogenzugabe
detektierbar waren und 75% der gefundenen Targets ebenso durch MYC reguliert wurden,
erschien es unwahrscheinlich, dass es sich bei den gefundenen Targets um direkte von
EBNA2 induzierte Proteinmodifikationen oder Zielgene handelt. Deshalb wurde ebenfalls
eine Methode angewandt, um sehr sensitiv und sehr früh die Wirkung von EBNA2 auf die
Expression von Zielgenen untersuchen zu können.
Beim nukleären Run-On werden Zellkerne isoliert und eingefroren. Dadurch werden RNA-
Polymerase-Komplexe in dem Abschnitt eines Genes, in dem sie sich zum Zeitpunkt der
Isolation befunden haben, fixiert. Nach dem Auftauen bei 27°C in Gegenwart von Nukleotid-
haltigem Reaktionspuffer kommt es innerhalb dieser fixierten Transkriptionsblasen wieder
zum Einbau von Nukleotiden, so dass durch Zugabe von [a32P]-CTP Primärtranskripte
radioaktiv markiert werden. Die Einbaurate korreliert dann mit der Anzahl der
Polymerasekomplexen innerhalb eines Genes und dies wiederum spiegelt die
Promotoraktivität eines Genes wider. Dabei spielt die Stabilität einer mRNA keinerlei Rolle.
Auf diese Weise können Unterschiede in der Promotoraktivität innerhalb weniger Minuten
nach einem Stimulus detektiert werden. Da im verwendeten System (EREB2-5) nicht klar ist,
welche Zeit Östrogen benötigt, um in die Zelle zu gelangen, wurden EREB2-5 Zellen ca. 16!h
ohne Östrogen gehalten, dann 1!h mit 2!µM Östrogen inkubiert und geerntet. Um direkte
Zielgene eindeutig zu identifizieren, wurde zu EREB2–5-Zellen bereits 1!h vor der Induktion
mit Östrogen der Proteinsynthese-Inhibitor Cycloheximid gegeben. Kontrollzellen wurden
entsprechend ohne Östrogen behandelt. Die markierten Primärtranskripte wurden mit
Filterarrays der Firma Clontech hybridisiert. Auf die Filter waren cDNA-Sonden von Genen
gespottet, denen im Bereich Immunologie (Haematology) oder Tumorentstehung
(Cancer!1.2) besondere Bedeutung zukommt. Resultierende Autoradiographien wurden
qualitativ ausgewertet  und sind für die direkt induzierten Zielgene in Abb.!20 dargestellt.
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- EBNA2
(2!h + Cycloheximid)
1h +EBNA2
(2!h + Cycloheximid)
Human cancer 1.2:                                                  PDE4B
Human cancer 1.2:                                                 SIAT 1 ("CD75", ST6Gal 1)
Haematology:                                                          1 CXCR4, 2 EBI2, 3 c-myc
Abb.!20: 32P-Autoradiographien von Run-On-Hybridisierungen mit Arrays der Firma Clontech (Name des
Produktes jeweils unter der Abbildung). EREB2-5-Zellen wurden 16!h ohne Östrogen gehalten, dann zuerst 1h mit
Cycloheximid und eine weitere Stunde mit 2!µM Östrogen und Cycloheximid inkubiert (“mit Cycloheximid”). Die
Kontrollen wurden entsprechend aber ohne Östrogen behandelt.
Entsprechend der These, dass EBV die Aktivierung von B-Zellen simuliert, lassen sich die
meisten frühen identifizierten Zielgene funktionell dem Bereich Immunologie zuordnen
(Tabelle 3). Sechs Gene (CXCR4, CCRD6, MIP1a, CD44, SIAT1 und CD22) sind dabei an
Chemotaxis und Homing beteiligt. Weitere oder z.T. dieselben Zielgene (SIAT1, CD22,
CD23 und B7.2) wurden als Regulatoren bzw. kostimulatorische Rezeptoren der B-
Zellaktivierung beschrieben (siehe auch OMIM-Datenbank). CCRD6 und MIP1a einerseits,
SIAT1 und CD22 andererseits stellen jeweils Rezeptor-Ligand-Paare dar.
3
1
2
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Induzierte Zielgene (1h EBNA2) Accession (Funktion)
2h mit
Cycloheximid
Ohne
Cycloheximid
CXCR4 CXCR4* D10924 (Chemokinrezeptor)
EBI2 EBI2** L08177 (Chemokinrezeptor)
CCRD6* Y12815 (Chemokinrezeptor)
MIP1a* M23452 (Chemokin)
ARHH* NM_004310 (Ras-ähnliche GTPase)
B7.2 B7.2 L25259 (Kostimulatorischer Rezeptor)
CD23 CD23** M15059 (Kostimulatorischer Rezeptor)
CD22a/b* X52785/X59350 (BCR-Signaling, Homing)
CD44* M59040 (Rezeptor, Homing)
SIAT1 SIAT1* X62822 (Sialyltransferase, Homing)
PDE4B PDE4B+ L12686 (Phosphodiesterase)
c-myc c-myc** V00568 (Transkriptionsfaktor,)
ETS1* J04101
(Transkriptionsfaktor, Onkogen,
Differenzierungs- und,
Wachstumskontrolle )
RUNX3** Z35278 (Transkriptionsfaktor)
HHEX* L16499 (Transkriptionsfaktor)
Reprimierte Zielgene (1h EBNA2) (Funktion)
2h mit
Cycloheximid
Ohne
Cycloheximid
Accession
EVI2a EVI2a* M55267 (Transmembranprotein?)
ADA P00813 (Adenosindeaminase)
Tabelle 3: Im nukleären Run-On-Experiment nachgewiesene Zielgene von EBNA2 in EREB2-5-Zellen. Die
Zellen wurden 28h ohne Östrogen gehalten, dann 1h mit 2µM Östrogen (“ohne Cycloheximid”) oder zuerst 1h
mit Cycloheximid und eine weitere Stunde mit 2µM Östrogen und Cycloheximid inkubiert (“mit
Cycloheximid”). Die Kontrollen wurden entsprechend aber ohne Östrogen behandelt. Mit Cycloheximid
gefundene Targets sind primäre EBNA2-Targets. *Bestätigung als entsprechend reguliertes Target im Northern
Blot oder in der Real-Time-PCR. **In der Literatur bestätigte Targets von EBNA2. + auf mRNA-Ebene nicht
oder anders reguliert.
3.2.2 Zielgenvalidierung mit Northernblot und Lightcycler-PCR
Zusätzlich wurde von allen im Run-On identifizierten frühen Zielgenen mRNA-Analysen
(entweder Northernblots oder Real-Time-PCRs) mit Cycloheximid durchgeführt, um diese als
direkte Zielgene zu bestätigen oder zu identifizieren. Dabei wurden EREB2-5-Zellen 1h mit
Cycloheximid präinkubiert, anschließend 4h oder 8h mit Östrogen stimuliert und die
Genexpression mit der jeweiligen unstimulierten Kontrolle verglichen (Abb.!22,23).
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    0   0.5  1     2    3    4     5    6    7     8    9  10   11  12  18   24  48   • EBNA2-Induktion/h
SIAT 1
Siglec2 (CD22)
CXCR4 (Fusin)
EVI2a
Ethidiumbromid
(Ladekontrolle)
                  0       0.5     1        2        4        6        8       11      24      48 EBNA2-Induktion/h
PDE4B (RT-PCR)
Abb.!21: Northernblot einer EBNA2-Induktionskinetik in EREB2-5-Zellen von im Run-On identifizierten
primären oder frühen Zielgenen.
Zur weiteren Validierung der Zielgene wurden Induktionskinetiken der EBNA2-Gene in
EREB2–5-Zellen durchgeführt (Abb.!21,24), die nicht mit Cycloheximid behandelt waren.
Diese weitere Kontrolle in einer EBNA2-Induktionskinetik ist erforderlich, weil man im Run-
On-Experiment lediglich Promotoraktivität nicht jedoch Polymeraseaktivität (Syntheserate),
RNA-Prozessierung, –Transport und -Stabilität detektiert.
Die Induktionskinetiken aus EREB2-5-Zellen wurden durch Induktionskinetiken in einer
weiteren Zell-Linie (BJAB-EREBNA2) ergänzt (Abb.!22, 24). In dieser Zell-Linie wird
konstitutiv das ER-EBNA2-Fusionsprotein unter Selektion mit G418 exprimiert. Bei BJAB-
Zellen handelt es sich um B-Zellen mit BL-ähnlichem Phänotyp (wie z.B. hohe Expression
von c-myc),  die jedoch nicht die für BLs charakteristische c-myc-Translokation aufweisen.
Diese Zellen sind EBV-negativ und proliferieren unabhängig von EBNA2. Eine mit den
übrigen Daten konforme EBNA2-abhängige Regulation eines Genes in diesem Zell-System
gibt Aufschluß darüber, ob die Regulation ausschließlich einen EBNA2-Effekt darstellt, der
unabhängig von den übrigen viralen Proteinen ist.
28S–
28S–
18S–
18S–
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BJAB (ER/EBNA2) K3 EREB2-5
    0     1       2      4      8      12    24     48    0       0       0       4       0      8 EBNA2-Induktion/h
   0       1       5       5       9      9 Cycloheximid/h
 
SIAT 1
 
Siglec2 (CD22)
nicht detektiertbar
 
EVI2a
 
Ladekontrolle (28S)
(Ethidiumbromid)
Abb.!22: Northern Blot EBNA2-Induktionskinetik in BJAB(ER-EBNA2) und EREB2-5-Zellen.  EREB2-5-
Zellen wurden vor der Induktion 1h mit Cycloheximid präinkubiert. Es wurden SIAT1-, Siglec2(a+b)- und
EVI2a-Sonden verwendet.
Zusätzlich ist es wahrscheinlich, dass in diesem System durch EBNA2 regulierte Zielgene
nicht zwingend für eine Proliferation von B-Zellen erforderlich sind, da die Zellen EBNA2-
unabhängig proliferieren. Sind in diesem System bereits EBNA2-Zielgene im
nichtinduzierten Zustand exprimiert (z.B. c-myc), handelt es sich vermutlich um Gene, die für
die Proliferation erforderlich sind. Die Lightcycler-Daten wurden auf die ermittelte Menge an
CD19-mRNA normiert. Nach FACS-Daten (Pajic et al., 2001, Markus Altmann, pers.
Mitteilung) bleibt die CD19-Menge pro Zelle in Zellen mit und ohne EBNA2 oder EBV
gleich, während Aktin und GAPDH nach einer Induktionsdauer von über 24h in EREB2-5
hochreguliert  werden (Daten nicht gezeigt).
Neben den in der Run-On-Analyse gefundenen Genen wurden ebenfalls funktionell
verwandte Gene wie korrespondierende Chemokine und Chemokinrezeptoren oder UDP-
GalNac2-Epimerase (liegt im Sialylierungspathway der SIAT1) auf eine EBNA2-abhängige
Regulation hin überprüft. Die UDP-GalNac2-Epimerase katalysiert einen essentiellen Schritt
in der Sialylierungsreaktion von Gal-Resten. Die Ergebnisse aus den in den Diagrammen
gezeigten Daten sind in Tabelle 4 zusammengefasst.
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Abb.!23:  Real-time-RT-PCR-Daten von EBNA2-Zielgenen. EREB2-5-Zellen wurden 1h mit Cycloheximid präinkubiert, anschließend 4h oder 8h mit Östrogen stimuliert und
die Genexpression mit der jeweiligen unstimulierten Kontrolle verglichen. Die Daten wurden auf CD19-mRNA-Expression normiert.
Abb. 24: mRNA-Induktionskinetiken von Genen nach Aktivierung von ER-EBNA2 durch Zugabe von Östrogen in EREB2-5 und BJAB-
EREBNA2. Die mRNA-Quantifizierung erfolgte in Realtime-Lightcycler-RT-PCR. Induktionswerte (Y-Achse) sind gegen Zeit nach EBNA2-
Aktivierung aufgetragen und stellen den Induktionsfaktor bezogen auf EREB2-5 im Östrogen-depletierten Zustand dar (dies gilt auch für die BJAB-
Kinetiken). Alle mRNA-Werte wurden auf die Expression von CD19-mRNA normiert. Die EREB2-5-mRNA-Kinetik besteht aus den Zeitpunkten
0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24 h nach EBNA2-Aktivierung zusammen mit ständig unter EBNA2 proliferierenden Zellen (∞). Die BJAB-EREBNA2-
mRNA-Kinetik besteht aus den Zeitpunkten 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24 und 48h nach EBNA2-Aktivierung.
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Run-On
(EREB2-5)
mRNA
 (EREB2-5)
mRNA
(BJAB-EREBNA2)
Gen Acc +Cx +Cx  Kinetik Kinetik *Basis-
expression
CXCR4** D10924 ++ ++ =/+ +b + =
SDF1a** 1220363 n.d. n.d. + +++ = =
EBI2** L08177 ++ ++ + ++ = =
CCRD6 Y12815 n.d. + =/+ +b = ++
MIP1a** M23452 n.d. + + ++b ++ =
ARHH** NM_004310 n.d. + + +b ++ -
B7.2 L25259 =/+ =/+ x x x x
CD23 M15059 + + x x x x
CD22a/b X52785/
X59350
n.d. + + + + =
CD44 M59040 n.d. + =/+ ++ +b -
SIAT1** X62822 + + + ++ ++ =
PDE4B L12686 n.d. + x -b x x
c-myc V00568 +++ +++ +++ +++ = ++
ETS1** J04101 n.d. + ++ +b = ++
RUNX3 Z35278 n.d. + x x x x
HHEX L16499 n.d. + = +b - --
EVI2a** M55267 = + - -b n.d. n.d.
ADA P00813 n.d. + x x x x
MDChemokin 1931580 x x =/+ ++ - ++
CCR4 NM_005508 x x =/- ++ x x
UDP-2-GalNac-
Epimerase
AJ238764 x x = + =/+ =
Tabelle 4: Induktion von Genen durch EBNA2: +Cx = In diesem Versuch wurde mit dem
Proteinsyntheseinhibitor Cycloheximid präinkubiert., K: Kinetik, “+”:Induziertes Gen, “-“:reprimiertes Gen,
“=”: nichtreguliertes Gen, “n.d.”: Genexpression wurde im Versuch nicht detektiert, “x”= Gen wurde nicht
analysiert, “b”: Kinetik mit biphasischem Verlauf (Induktion ist nur transient oder innerhalb der Kinetik kommt
es zur Regulation des Genes entgegengesetzt der Regulation am Ende der Kinetik). *Die Basisexpression des
Genes in BJAB-EREBNA2 ohne Östrogen im Vergleich zur Expression in EREB2-5 im Östrogen-depletierten
(arretierten) Zustand. Sind Gene in BJAB-EREBNA2 ohne Östrogen bereits ähnlich reguliert wie in EREB2-5
nach Östrogenzugabe, so handelt es sich vermutlich um proliferationsassoziierte Gene.**Nach Einschätzung des
Autors erstmals in dieser Arbeit als direkt durch EBNA2-reguliertes Gen identifiziert.
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3.3 mRNA-Analyse von EBV- und MYC-vermittelter Proliferation auf Lymphochips
Wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben, wurden im 2D-PAGE-Ansatz lediglich 6 Proteine
identifiziert, deren Expression MYC-unabhängig in EREB2-5 durch EBNA2 reguliert wird.
Es konnten jedoch weder gegensätzlich regulierte Zielproteine von MYC und EBNA2
gefunden werden, noch ließen sich die gefundenen MYC-unabhängigen Zielproteine
eindeutig funktionell systematisieren.  Im nachfolgend beschriebenen Experiment sollte daher
als Komplementierung des 2D-PAGE-Ansatzes mit Hilfe von Microarrays das mRNA-
Expressionsprofil von B-Zellen untersucht und verglichen werden, die entweder
ausschließlich MYC-abhängig proliferieren oder durch EBV immortalisiert wurden. Dazu
wurden mRNAs von MYC- und EBNA2-Induktionskinetiken der bereits beschriebenen
B–Zelllinien EREB2-5 und P493–6 isoliert und nach reverser Transkription mit
Fluoreszenzfarbstoff-markiertem dUTP mit sogenannten Lymphochips hybridisiert.
Außerdem wurden mRNAs von drei verschiedenen in vitro EBV(B95-8)-transformierten
LCLs und vier TypI EBV positiven BLs analysiert (Schema 3). BLs sind durch spezifische
Chromosomentranslokationen charakterisiert, durch die das c–myc-Gen aktiviert ist.  Dabei
umfassen die bisher bekannten Fälle die Translokation des c–myc -Gens in den
Immunglobulin-Schwere-Ketten-Locus, in den Immunoglobulin-Leichte-Ketten-l-Locus oder
in den Immunoglobulin-Leichte-Ketten-k-Locus. Da das Burkitt Lymphom vom
Keimzentrum eines Lymphknoten ausgeht, ist es wünschenswert, den Einfluss dieser
Herkunft von MYC-abhängiger Regulation unterscheiden zu können. Deshalb wurde
zusätzlich die mRNA einer in vitro etablierten Zellinie A1 untersucht, die MYC-induziert
proliferiert, aber ihren Ursprung nicht im Keimzentrum hat. In dieser Zelllinie wird das
c–myc-Gen unter der Kontrolle des regulatorischen Elementes des Immunoglobulin-k-Locus
konstitutiv exprimiert (Polack et al., 1996) und in dieser Hinsicht der Phänotyp eines BL mit
c–myc-Translokation nachgestellt. Während die LCLs die Wildtyp-Kontrolle für die
induzierbaren EREB2-5-Zellen darstellen, können die BLs als in vivo Equivalent der in vitro
etablierten MYC-überexprimierenden EREB2-5-Derivate (P493-6 und A1) angesehen
werden. So konnte insgesamt EBV-vermittelte mit MYC-vermittelter Proliferation (“MYC-
allein”) verglichen werden, wobei hinzugefügt werden muss, dass EBNA2-vermittelte
Proliferation MYC-abhängig ist, da c-myc ein primäres Zielgen von EBNA2 ist.
Mit der Hilfe des Programmes "Cluster" (Eisen al., 1998) wurde aus den erhaltenen mRNA-
Expressionsprofilen der Zelllinien ein "Stammbaum" erstellt, der die Verwandtschaft bzw.
Ähnlichkeit der  Expressionsprofile wiedergibt (Schema 2).
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Schema 2: A) Das Clustern der mRNA-Expressionsprofile der MYC-abhängig und EBV/EBNA2-abhängig
proliferierenden Zellen führt zu einem "Stammbaum", der die Herkunft/Verwandtschaft der Zelllinien bestätigt.
B) Normiert man die Expression von Genen auf das Basisexpressionsniveau in arretierten EREB2-5 (0h) und
führt dann das Clustern der mRNA-Expressionsprofile aller analysierten Zelllinien mit entsprechenden Kinetiken
durch, erhält man ebenfalls einen Stammbaum, der Zell-Typus und -Zustand innerhalb einer Kinetik
nachvollzieht.
Aus dem Clustern der Rohdaten der mRNA-Expressionsprofile der verwendeten Zelllinien
resultiert ein Stammbaum, bei dem sich BLs, BL-ähnliche Zellen und LCLs in separaten
Clustern wiederfinden (Schema 2A). Dabei bestätigt sich auch, dass der Verwandtschaftsgrad
zwischen BL-ähnlichen Zellen und BLs größer ist als zwischen LCLs und BLs, was die
entscheidende Rolle von MYC in BLs unterstreicht bzw. die Tauglichkeit der in vitro
generierten Linien A1 und P493-6 als Modellsysteme für BLs unter Beweis stellt. Während
die EBNA2-abhängig proliferierende Zelllinie P493-6 im LCL-Cluster lokalisiert ist, findet
man  die genetisch gleiche Zellline, die jedoch MYC-abhängig proliferiert, im "BL-ähnlich"-
Cluster. Dies belegt, dass MYC und EBNA2 und keine epigenetischen Effekte die
Expressionsmuster der Zellen bestimmen und dass die Zelllinie P493-6 von einer BL-
ähnlichen Zelle in eine LCL reversibel umwandelbar ist.
Da MYC- mit EBNA2-abhängiger Proliferation verglichen werden sollte, wurde als
Referenzwert für die Induktion eines Genes die Expression in arretierten EREB2-5 (mit nicht
nachweisbarer MYC-Expression bzw. EBNA2-Aktivität) benutzt, d.h. mit Faktor 1
gleichgesetzt.
Werden die Expressionsprofile aller proliferierenden Zelllinien und Zellen innerhalb der
Induktionskinetiken nach der Normierung auf den "EREB2-5 0h"-Wert geclustert (Programm
     BL            BL-            LCL
                   ähnlich
      MYC-regulierte                 EBV/EBNA2-regulierte
        Genexpression                            Genexpression
A B
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Cluster, Eisen et al., 1998), so erhält man einen Stammbaum der Zell-Typus und -Zustand
innerhalb einer Kinetik weitgehend nachvollzieht (Schema!2B). In den folgenden
Darstellungen der Expressionsprofile ist der "EREB2-5 0h"-Wert zentral angeordnet. Nach
links schließen sich die MYC-Kinetik und die BLs an, während rechts die EBNA2-Kinetik
und die LCLs angeordnet sind (Schema!3).
In der rot-schwarz-grün-Darstellung (Programm Treeview) bekommt Faktor 1 die Farbe
schwarz, Faktoren größer als 1 die Farbe rot und Faktoren kleiner als 1 die Farbe grün. Je
heller die Farbe, desto größer die Abweichung von 1. Dabei sind die Intensitätssteigerungen
in den folgenden Abbildungen so gewählt, dass Abstufungen von Faktor 0,1 bis Faktor 10 aus
den Farben unterscheidbar sind:
Aufgrund der Menge der Daten können im Rahmen der Arbeit nicht alle Gene diskutiert
werden. Schema!3 soll helfen, sich einen systematischen Überblick über die erhaltenen
Genexpressionsmuster zu verschaffen, die auffällig sind und diskutiert werden sollen.
Folgende Typen von Genen wurden aus den Expressionsprofilen definiert:
TypI: TypI-Gene sind in gleichem Maße von MYC und EBV/EBNA2 induziert bzw.
reprimiert. Es handelt sich bei diesen Genen hauptsächlich um Proliferations-
assoziierte Gene.
TypII: TypII-Gene sind gegensätzlich oder unterschiedlich stark durch MYC (allein) und
durch EBV/EBNA2 induziert/reprimiert. Innerhalb dieser Gengruppe werden die
Antworten auf die Frage "Wie beeinflußt das Virus die B-Zell-Aktivierung und -
Kommunikation" erwartet. Bei TypII(++/+) bzw. TypII(--/-) Genen könnte es sich um
Gene handeln, die durch MYC induziert bzw. reprimiert sind, da es sich bei MYC
selbst um ein TypII(++/+)-Gen handelt, wie die Daten aus Arrays (Abb. 25) und
Westernblots (Abb.!29) zeigen. In Analogie zu dieser Argumentation ist es
wahrscheinlich, dass es sich bei TypII(=/+) bzw. TypII(=/-) um positiv oder negativ
regulierte EBNA2- oder LMP1-Zielgene handelt, da das LMP1-Profil TypII(=/+)
entspricht. (Die tragende Rolle des viralen TNF-Rezeptor-ähnlichen LMP1 wird in der
Diskussion eingehender besprochen).
fach Induktion im Vergleich zu arretierten EREB2-5 (EREB 0h)
Ergebnisse
64
TypIII: TypIII-Gene zeichnen sich dadurch aus, dass sie nur geringfügig innerhalb der MYC-
Kinetiken und EBNA2-Kinetiken reguliert werden, jedoch zwischen beiden Gruppen
(MYC- und EBV/EBNA2-abhängige Proliferation) eine starke Differenz der
Expression aufweisen, was auf MYC- bzw. EBNA2-unabhängige Mechanismen der
Genregulation schließen lässt. Die Deregulation dieser Gene ist möglicherweise für die
MYC-abhängige Proliferation essentiell und kann auf Mutationen oder epigenetische
Effekte (z.B. Methylierung) zurückzuführen sein.
TypIV: Typ IV Gene sind unabhängig von MYC in BL-Zellen stärker oder schwächer
exprimiert als in den übrigen Zellen. Bei diesen Genen handelt es sich vermutlich um
Gene, die im Keimzentrum spezifisch exprimiert oder reprimiert sind. (Auf diese Gene
wird im Rahmen dieser Arbeit nicht ausführlicher eingegangen.)
In Schema 3 geben die Vorzeichen in den Klammern hinter der Typbezeichnung den Trend
der Regulation gemessen an "EREB2-5 0h" an: links der Trend für die Regulation in MYC-
abhängig proliferierenden Zellen, rechts der Trend für die Regulation der EBV/EBNA2-
abhängigen Proliferation. Zum Beispiel ist TypII(--/-) ein Gen, das in MYC-abhängig
proliferierenden Zellen stärker reprimiert ist als in EBV/EBNA2-abhängig proliferierenden
Zellen. TypII (-/+) ist ein Gen, das in MYC-abhängig proliferierenden Zellen reprimiert aber
in EBV/EBNA2-abhängig proliferierenden Zellen induziert ist.
Innerhalb des Screenings wurden etwa 800 differentiell regulierte Gene detektiert. Die
Expression von LMP1 (direktes virales Zielgen von EBNA2) und MYC (Abb.!25) bestätigt
die erfolgreiche Induktion in beiden konditionalen Systemen (P493-6 bzw. EREB2–5).
Arretierte P493-6 Zellen zeigen einen 4-fach höheres c-myc mRNA-Basisniveau als die
parentale Zellline EREB2-5, was möglicherweise auf eine geringfügige Basisexpression des
tet-off-Systems im Expressionskonstrukt zurückzuführen ist.
Mit Ausnahme der eher seltenen TypII(+/++)- und Typ II(-/--)-Gene waren alle genannten
Gengruppen in gleichem Maße vertreten.
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Schema 3: Übersicht über verwendete Zelllinien (Burkitt Lymphome, in vitro etablierte BL-ähnliche
Zelllinien und LCLs), MYC- und EBNA2-Kinetiken in den konditionalen Zelllinien P493-6 and EREB2-5 und
entsprechende schematische mRNA-Expressionsmuster, wie man sie auf den Microarrays findet. EBV positive
Typ!I BLs sollten außer EBNA1 keine latenten EBV-Proteine exprimieren. Klassifikationen der zu erwartenden
Genexpressionsmuster sind in rot/schwarz/grün dargestellt (I bis IV). Grün = reprimiert, rot = hochreguliert und
schwarz = nicht reguliert im Vergleich zu arretierten EREB2-5-Zellen. Je intensiver die Farbe, desto höher der
beobachtete Unterschied. Für die Gruppennomenklatur gilt: "=" = nicht reguliert, "-"= reprimiert, "--"= stark
reprimiert, "+"= induziert, "++"= stark induziert. In der Arrayanalyse wurden ca. 800 regulierte Gene detektiert,
wobei alle Gruppen der dargestellen Expressionsmuster vorhanden waren. Auffällig war die geringe Präsenz von
TypII(+/++)- und TypII(-/--)- Genen. Typ IV-Gene werden unabhängig von MYC und EBNA2 reguliert.
Vermutlich handelt sich dabei um Gene, die spezifisch im Keimzentrum des Lymphknoten exprimiert werden.
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Abb.!25: LMP1 (unten) und MYC (oben) mRNA Expressionsmuster. Jede Säule entspricht einer einzelnen
hybridisierten Probe auf dem Microarray. Im Durchschnitt war jedes Gen dreimal auf dem Lymphochip
vorhanden. Die Y-Werte entsprechen der Y-fachen Induktion im Vergleich zur Expression in arretierten EREB2-
5-Zellen (ohne Östrogen = ohne funktionelles EBNA2). Die Expression von LMP1 (direktes virales Zielgen von
EBNA2) und MYC bestätigt die erfolgreiche Induktion in beiden konditionalen Systemen (P493-6 bzw.
EREB2–5). Arretierte P493-6 Zellen zeigen einen 4-fach höheres c-myc mRNA-Basisniveau als die parentale
Zellline EREB2-5, was möglicherweise auf geringfügige Basisexpression des tet-off basierten
Expressionskonstrukts zurückzuführen ist.
3.3.1 MYC- und EBV/EBNA2-induziert Gene sind proliferationsassoziiert
Die Analyse von Genen, die von MYC und EBV/EBNA2 induziert werden [TypI(+/+)],
bestätigte das in Abschnitt 1.2 erhobene Postulat, dass in gleicher Weise von MYC und
EBNA2 induzierte Gene entscheidend zur Proliferation der Zelle beitragen. In Abb.!26 sind
solche Gene exemplarisch aus dem Datensatz zusammengestellt: Bei fehlenden Zitaten wurde
die Funktionen der in den folgenden Sätzen beschriebenen Gene der OMIM-Datenbank
entnommen. Die früh in der MYC- bzw. EBNA2-Induktionskinetik induzierten Gene sind
funktionell in die Bereiche Nukleotidsynthese (Methylentetrahydrofolat-Dehydrogenase,
Phosphoribosylglycinamid-Formyltransferase, Adenylosuccinat-Lyase), Proteinbiosynthese
(tRNA-Synthetasen) und -umsatz (Ubiquitin-Carboxyterminale Hydrolase, UCH-L3) und
Polyaminsynthese (Ornithindecarboxylase) einzuordnen.
L P1
c-myc
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Abb. 26: Expressionsprofile von Genen, die von MYC und EBV/EBNA2 induziert werden [TypI(+/+)]. Alle
hier gezeigten Gene sind essentiell für die Proliferation einer Zelle. Die früh in der MYC- bzw. EBNA2-
Induktionskinetik induzierten Gene sind funktionell in die Bereiche Nukleotidsynthese, Proteinbiosynthese und -
umsatz, Polyaminsynthese und Proteinumsatzkontrolle einzuordnen, während erst spät in der Kinetik oder erst in
proliferierenden EREB2-5 induzierte Gene vorwiegend die Replikation, Chromosomenverteilung und
Zellteilung kontrollieren. NM23-H1 und UCH-L3 wurden auch im Proteomansatz gefunden.
Die früh induzierten Gene NM23–H1 und SET sind zusammen mit Ape1 (nicht auf dem
Array) und mit dem etwas später in der Kinetik induzierten HMG-2 Bestandteile des SET-
Komplexes (Fan et al., 2003). Fan et al. diskutieren eine Funktion des SET-Komplexes als
DNA-Reparatursystem und Transkriptionsaktivator als Antwort auf oxidativen Stress, der bei
einem aktivierten Metabolismus einer Zelle entsteht. Ebenso ist die DNA-Polymerase-II-d2-
Untereinheit unter der Kontrolle von PCNA in die Reparatur von DNA während der
Replikation involviert. NM23-H1 und UCH-L3 wurden ebenfalls im 2D-PAGE-
Proteomansatz detektiert und in den entsprechenden Kapiteln eingehender besprochen.
Später induzierte TypI(+/+)-Genprodukte wie Ark2, Aurora, CENP-E und CENP-F
interagieren mit den chromosomalen Kinetochoren und sind dadurch an der Chromosomen-
Separation und -Segregation beteiligt, CDC20 reguliert in Wechselwirkung mit MAD-
Proteinen (u.a. MAD2) die Spindel-Formierung und damit die Initiation der Anaphase, BUB1
reguliert den Spindelaufbau und die Kinetochorlokalisation, und Topoisomerase II a bereitet
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vermutlich durch Entspiralisierung von DNA die Replikation vor. FBP1 ist vermutlich an der
Induktion von c-myc beteiligt. Neben den genannten für die Replikation und Mitose
regulativen Molekülen ist Ki67 ein Marker für Zellen, die sich nicht in G0-Arrest befinden.
Das Expressionsprofil von Ki67 untermauert, dass sich "EREB2-5 0h" tatsächlich bis 8h nach
Induktion in G0 befinden und daher arretierte Zellen darstellen. Im Gegensatz dazu sind
P493-6-Zellen auch nach Zugabe von Tetrazyklin Ki67-positiv. Diese letzten Befunde
spiegeln sich in den Thymidin-Inkorporationsassays aus Abb.!15 wider. So kann anhand der
erhobenen mRNA-Daten der Einstieg von EREB2-5 aus G0-Arrest in den Zellzyklus
nachvollzogen werden.
3.3.2 Von MYC und EBV/EBNA2 unterschiedlich regulierte Gene (TypII)
Um die Kommunikation von EBV mit dem Immunsystem und damit die Mechanismen, die
zur EBV-Persistenz in Gedächtnis-B-Zellen führen, besser verstehen zu können, sind die
nicht-proliferationsassoziierten Zielgene von EBV/EBNA2 von besonderer Bedeutung. Dies
sind, wie in der Einleitung diskutiert, vor allem diejenigen Gene, die von MYC anders als von
EBV/EBNA2 reguliert werden. In Abb.!27A und B ist die Expression aller Gene aus dem
Datensatz dargestellt, die weitgehend TypII(+/++), II(=/+), II(-/+) entsprechen. Einige nicht in
die genannten Kategorien fallende Zielgene (z.B. MIP1a/b) sind wegen ihrer Bedeutung für
die Interpretation der Daten ebenfalls aufgeführt.
3.3.2.1 EBV/EBNA2 induziert, MYC reprimiert NFkB-Zielgene
Die in Abb.!27A augeführten Gene folgen in ihrem Expressionsmuster weitgehend der
Expression des viralen LMP1. Von CD83 ist bekannt, dass es von LMP1 induziert wird
(Dudziak et al., J Virol, 2003, im Druck), CD21 gehört zu den ersten bekannten direkten
EBNA2-Zielgenen. Weiter ist auffallend, dass die meisten in Abb.!27A und Abb.!27B
aufgeführten Gene NFkB-induzierte Gene darstellen (Übersichtsartikel Klier et al., 1999).
 NFkB-Proteine (Nukleärer Faktor kB) sind Transkriptionsfaktoren, die eine zentrale Rolle in
der Regulation der adaptiven und angeborenen Immunantwort spielen. Nicht aktivierte NFkB-
Protein-Dimere befinden sich aufgrund ihrer Assoziation an NFkB-Inhibitoren (IkBs)
vorwiegend im Zytoplasma der Zelle, wo sie inaktiv sind. Nach Aktivierung von IkB-Kinasen
(IKKs) werden IkBs durch diese phosphoryliert, ubiquitinyliert und degradiert, so dass
NFkB-Dimere in den Kern migrieren und als Transkriptionsfaktoren aktiv werden.
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Die Tatsache, dass praktisch alle TypII(-/+)-Gene NFkB-Gene darstellen, legt den Schluss
nahe, dass MYC den NFkB-Signalweg reprimiert, während EBV/EBNA2 den NFkB-
Signalweg induziert. Dabei ist die NFkB-Induktion durch LMP1 bereits seit längerem
bekannt, während es erst seit kurzem Hinweise auf einzelne NFkB-induzierte Gene gibt, die
indirekt durch MYC reprimiert werden  (You et al., 2002; Tanaka et al., 2002).
3.3.2.2 EBV/EBNA2 induziert selektiv das NFkB2(p100)-Gen
Interessant ist außerdem, dass EBV/EBNA2 selektiv den Vorläufer p100 von NFkB2
induziert (Abb.!27B), während p105, der Vorläufer von NFkB1, kaum induziert wird
(Abb.!27B). Nach neueren Erkenntnissen gibt es neben dem oben beschriebenen Signalweg
(kanonischer Weg) noch einen alternativen NFkB2-abhängigen aber IkBa- und NFkB1-
unabhängigen Signalweg (Senftleben et al., 2001). So könnte EBV über NFkB2 langfristig
den alternativen Signalweg induzieren, ohne dass eine Induktion von IkBa (Abb.!27A) die
Aktivierung inhibiert. (Auf weitere Details zu NFkB-Signalwegen wird in der Diskussion
eingegangen).
Abb.!27A: Expressionsprofile von Genen, die weitgehend zu den Gengruppen TypII(=/+) und TypII(+/++)
gehören. Die meisten aufgeführten Gene sind aus der Literatur als NFkB-Zielgene bekannt. Nur mit *
gekennzeichnete Gene sind bisher noch nicht als NFkB-Zielgene deklariert worden.
*
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Abb.!27B Expressionsprofile von Genen, die weitgehend zur Gengruppen TypII(-/+) gehören. Die meisten
aufgeführten Gene sind aus der Literatur als NFkB-Zielgene bekannt. Nur mit * gekennzeichnete Gene in sind
bisher noch nicht als NFkB-Zielgene deklariert worden.
Ergebnisse
71
3.3.2.3 Abhängigkeit der MYC- sowie EBV/EBNA2-abhängigen Proliferation von
NFkB
Da, wie aus Abb.!27A/B ersichtlich, der NFkB-Signalweg in LCLs viel stärker aktiviert ist als
in BLs, lag die Vermutung nahe, dass BLs für ihre Proliferation weniger oder keine NFkB-
Aktivität benötigen. Um die NFkB-Abhängigkeit der Proliferation von LCLs und BLs und
konditionalen Linien zu untersuchen, wurde ein MTT-Überlebens- Assay mit BLs, LCLs und
P493-6-Zellen in den Zuständen  EBV-abhängiger Proliferation (+Östrogen, +Tetrazyklin)
und MYC-abhängiger Proliferation durchgeführt, wobei der IkBa-Phosphorylierungs-
hemmstoff (E)-3-[(4-t-Butylphenyl-sulfonyl]-propennitril (BAY 11-7085) als NFkB-Inhibitor
eingesetzt wurde.
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Diagramm 1: LCLs und BL-ähnliche Zellen wurden 4 Tage mit unterschiedlichen Konzentrationen des
IkBa-Stabilisators BAY11-7085 inkubiert und die Stoffwechselaktivität durch MTT-Prozessierung gemessen.
Dabei wurde die Stoffwechselaktivität unbehandelter Zellen auf 1 normiert.
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Während A1-Zellen (BL-ähnliche Zelllinie) wesentlich sensitiver auf BAY11-7085 reagierten
als LCL1.11-Zellen, war für P493- Zellen in den Zuständen +MYC oder +EBNA2 kaum ein
Unterschied festzustellen (Diagramm!1A). Die P493-6-Zellen lagen in beiden Zuständen in
ihrer Empfindlichkeit gegenüber BAY11-7085 zwischen A1- und LCL1.11-Zellen
(Diagramm!1B). Insgesamt zeichnete sich sogar eine etwas stärkere Sensitivität der MYC-
abhängig wachsenden Zellen im Vergleich zu den EBV-abhängig wachsenden Zellen
gegenüber dem NFkB-Inhibitor ab.
3.3.2.4 EBV/EBNA2 induziert SMAD7 und reprimiert das TGFb-Zielgen TSC-22
Die in Abb.!27C dargestellten Gene gehören zu TypII(+/-). Die Repression von TSC-22, das
laut Literatur durch TGFb induziert wird (OMIM), kann durch das in EBV/EBNA2-
proliferierenden Zellen induzierte SMAD7 (TypII(-/+), Abb.!27B), einem Repressor des
TGFb-Signalweges (OMIM), bedingt sein.
3.3.2.5 EBV/EBNA2 reprimiert das B-Zell-Rezeptor-Signal
Auffallend in Abb.!27C ist die Häufung von Immunoglobulin-Ketten, die offenbar, wie es
schon von EBNA2 in Bezug auf die Igµ-Kette bekannt ist (Jochner et al., 1996), durch
EBV/EBNA2 reprimiert werden. Allerdings wird die IgE-konstante-Region induziert
(Abb.!27D). In Abb.!27D befinden sich ausgewählte Gene des Typs II(-/--) inklusive weiterer
Gene, die für die Diskussion der Daten in Bezug auf B-Zell-Signaltransduktion und
Interferon-Antwort wichtig sind.
Abb.!27C Expressionsprofile von Genen, die weitgehend zur Gengruppe TypII(+/-) gehören.
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Abb.!27D: Expressionsprofile von Genen, die in die Interferonantwort und in die BCR-Signaltransduktion
involviert sind aber noch nicht in Abb.!27A-C vertreten sind. Interferon-regulierte Gene wurden nach
Korrelation mit STAT1 ausgesucht. Im STAT1-Cluster (pink) befinden sich vor allem INFa/b-regulierte Gene.
Alle in die BCR-Signaltransduktion involvierten Gene werden durch EBV/EBNA2 reprimiert und fallen
vorwiegend in die Gruppen II(+/-) (s. dazu auch Abb.!27C) , II(=/-) oder II(-/--), während die STAT1-
koregulierten Gene eher zur Gruppe II(--/-) gehören.
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Aus den dort gezeigten Daten geht hervor, dass sowohl die B-Zell-Korezeptor-Ketten
CD79B(besonders stark) und CD79A als auch die für die B-Zell-Rezeptor (BCR)-
Signaltransduktion wichtige Kinase Syk durch EBV/EBNA2 reprimiert werden.
Zusammengenommen können diese Befunde eine Einschränkung der adaptiven
Immunantwort durch den BCR bedeuten. (Auf die biologische Bedeutung dieser Befunde
wird in der Diskussion ausführlicher eingegangen.)
3.3.2.6 EBV/EBNA2 induziert T-Zell-Attraktoren
Wie schon in den Run-On-Experimenten gezeigt, induziert EBNA2 eine Reihe von
Chemokinen, die die Migration beeinflussen und chemotaktische Aktivität für T-Zellen
besitzen (SDF1a, MIP1a). Diese Beobachtung wurde durch EBNA2 Array-Daten bestätigt
und ergänzt. Die in Abb.!27A und 27B durch EBV/EBNA2 induzierten Chemokine
(MIP1a/b, IP10, Mig, Mig-2, LARC, Lymphotactin und SCM1b) zeichnen sich durch
chemotaktische Aktivität besonders gegenüber T-Helferzellen aus.
3.3.2.7 STAT1 ist in EBV-abhängig proliferierenden Zellen stärker exprimiert als in
MYC-abhängig proliferierenden Zellen
In früheren Arbeiten (Gavioli et al., 2001,  Staege et al., 2002) wurde festgestellt, dass das
Immunproteasom in MYC-abhängig wachsenden, BL-ähnlichen B-Zellen (A1, P493-6 +
MYC/-EBNA2) und BLs weniger aktiv ist als in B-Zellen, die EBNA2-abhängig wachsen
(LCLs, EREB2-5, P493-6 + EBNA2/-MYC). So sind, wie aus den genannten Untersuchungen
hervorging, die IFN-induzierbaren katalytischen Untereinheiten Lmp2, Lmp7 und MECL–1
und die regulatorischen Untereinheiten PA28a/b in BLs gegenüber LCLs reprimiert. Dies hat
eine geringere Immunogenität der BL-ähnlichen Zellen zur Folge, die sich in geringerer
Antwort durch zytotoxische T-Zellen (CTL) und geringerer Stimulation der Proliferation von
PBMCs (aus peripherem Blut gewonnene mononukleäre Zellen) äußerte. Bisher war jedoch
der Mechanismus, wie diese offensichtlich den IFN-Signalweg betreffende Regulation
erfolgen konnte, unklar.  Aus Abb.!27D geht hervor, dass STAT1 - der wichtigste
intrazelluläre Mediator der IFN-Antwort (genauere Ausführungen dazu in der Diskussion) - in
EREB2-5-Zellen, die arretiert sind, am stärksten exprimiert ist, also vermutlich negativ mit
Proliferation korreliert. Außerdem fällt auf, dass von EBV/EBNA2 abhängig proliferierende
Zellen STAT1 stärker exprimieren als Zellen, die MYC-abhängig proliferieren. Auf Grund
des Musters der Expression [TypII(--/-)] kann man in STAT1 ein negativ reguliertes MYC-
Zielgen vermuten (weitere Erläuterungen in der Diskussion).
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Abb.!29A: Westernblotanalyse von EBV-konvertierten (BL2-B95.8) bzw.-transformierten Zellen (LCL) im
Vergleich mit TypI-EBV-positiven und EBV-negativen Burkitt Lymphomen (BL). BL41P3HR1 ist eine
ursprünglich EBV-negative Zelllinie, die mit EBNA2-defizientem EBV (P3HR1) infiziert wurde. Es wurde die
Expression von STAT1-Protein (zwei Expositionszeiten mit anti-STAT1-Antikörper 9H2 dargestellt), von
STAT1 mit Phosphorylierung von Tyr701 (STAT1pY701) bzw. Ser727 (STAT1pS727), von phosphoryliertem
eIF2a (Phospho eIF2a) und von MYC untersucht. Die Phosphorylierung von eIF2a spiegelt das Maß für die
Aktivität des PKR-Systems wider. In LCLs ist die STAT1-Proteinmenge stark erhöht im Vergleich zu BLs.
Dagegen ist der Unterschied der Signalintensitäten des Tyr701-phosphorylierten STAT1 nicht so hoch. Die
EBV-transformierte BL (BL2) zeigt einen wesentlich höheren Tyr701-Phosphoylierungsgrad als LCLs.
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Abb.!29B: eIF2a-mRNA-Expression
Westernblot-Daten, in denen noch weitere LCL- und auch EBV-negative BL-Linien
miteinbezogen wurden, bestätigten die STAT1-mRNA-Ergebnisse (Abb.!29A). Die Differenz
der im Westernblot sichtbar gemachten STAT1-Gesamtproteinmenge zwischen den beiden
Zelltypen überschreitet sogar die Differenz in der mRNA-Expression. Aus Abb.!27D
(Stammbaum in pink) geht hervor, dass  STAT1 fast ausschließlich mit TypI-Interferon-
relevanten bzw. -induzierten Genen koclustert, die nach Der et al. (1998) nicht durch IFNg
induziert werden (MxA, SP100, IFI-6-16, ISGF3g, Staf50). Dies bedeutet, dass EBV primär
den IFNa/b (TypI-Interferon)- und nicht den IFNg (TypII-Interferon)-Signalweg aktiviert.
Um herauszufinden, ob die Doppelstrang-abhängige Proteinkinase (PKR), ein wichtiges
Zielprotein des IFNa/b-Signalweges, aktiv ist, wurde ein Westernblot gegen Phospho-eIF2a,
das Produkt einer aktivierten PKR, durchgeführt. Der Anteil an phosphoryliertem eIF2a ist
tendenziell in LCLs zwar höher, es ergaben sich jedoch kaum signifikante Unterschiede
zwischen den Zelllinien. Dabei wurde vorausgesetzt, dass eIF2a  als Bestandteil der
Transkriptionsmaschinerie in jeder Zellinie etwa gleich stark exprimiert ist, was zumindest
auf mRNA-Ebene für die in der Array-Analyse miteinbezogenen Zellen gilt (Abb.!29B). Der
IFNa/b-Signalweg scheint demnach in LCLs nur teilweise aktiviert zu sein.
Funktionelles STAT1 wirkt als Homodimer oder in Komplexen mit anderen STAT-Proteinen
oder Transkriptionsfaktoren. Da für die Funktionalität und die Wahl des Bindungspartners
von STAT1 die Phosphorylierung von Tyr701 und Ser727 entscheidend ist (im Detail in der
Diskussion beschrieben), wurde im Westernblot ebenfalls die Phosphorylierung von STAT1
untersucht (Abb.!29A). Während die STAT1-Menge mit phosphoryliertem Ser727 mit der
STAT1-Gesamtproteinmenge korreliert, zeigt sich für an Tyr701 phophoryliertem STAT1 ein
komplett unterschiedliches Expressionsmuster. Zwar ist im Durchschnitt die Gesamtmenge an
Phospho-Tyr701-STAT1 in LCLs immer noch tendenziell höher als in BLs, das Verhältnis
eIF2a
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von Tyr701-phosphoryliertem STAT1 zu nicht Tyr-701-phosphoryliertem STAT1 ist jedoch
in LCLs wesentlich geringer als in BLs, was man am deutlichsten beim Vergleich der Linien
LCLBucher und BL70 erkennt (Abb.!29A). Beide Linien weisen fast identische Phospho-
Tyr701-STAT1-Signale auf, man kann jedoch auch bei langer Exposition kein STAT1-
Gesamtprotein in BL70 nachweisen, obwohl das Signal in der Linie LCLBucher schon im
Plateaubereich liegt.
Ein Westernblot der EBNA2-Induktionskinetik in EREB2-5 zeigt eine Abnahme der STAT1-
Gesamtprotein-Menge und STAT1(pTyr701)-Menge, mit einer geringfügig stärkeren
Phosphorylierung nach 6 und 8 Stunden, möglicherweise induziert durch LMP1(Gires et al.,
1999). Klar induziert ist dagegen die Phosphorylierung von Ser727. Ob dies durch LMP1-
aktivierte Serinkinasen wie JNK oder p38 erfolgt, wird Bestandteil von Folgeuntersuchungen
sein.
           EBNA2-Induktionskinetik in EREB2-5
BL2
(B95.8)
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9H2
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Abb.!30: Westernblotanalyse von EBV-konvertierten BL2 (BL2-B95.8, A1 und EREB2-5 in einer EBNA2-
Induktionskinetik mit Östrogen. Es wurde die Expression von STAT1-Protein (STAT19H2), von STAT1 mit
Phosphorylierung von Tyr701 (STAT1pY701) und von STAT1 mit Phosphorylierung von Ser727
(STAT1pS727) und die Expression von MYC detektiert. STAT1(pTyr701)-Menge korreliert etwa mit der
STAT1-Gesamtprotein-Menge, vielleicht mit einer geringfügig stärkeren Phosphorylierung beim 8h-Wert. Klar
induziert erscheint dagegen die Phosphorylierung von Ser727.
3.3.3 Weitgehend unabhängig von MYC oder EBNA2 regulierte Gene (TypIII)
TypIII-Gene zeichnen sich dadurch aus, dass sich ihr Expressionsniveau in arretierten
P493–6-Zellen stark von dem in arretierten EREB2-5-Zellen unterscheidet, es sich aber bei
der MYC-Induktionskinetik in P493-Zellen nur geringfügig verändert. Die am stärksten in
dieser Weise regulierten Gene sind TIMP-1, Glut5 und Tcl-1a, wobei TIMP-1 nur das erste
Kriterium erfüllt (Abb.!31A).
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GLUT5=glucose transporter protein-5
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Abb.!31A  mRNA Expressionsmuster von TypIII-Genen, die vermutlich unabhängig von EBNA2- oder MYC-
Expression reguliert sind. Jede Säule entspricht einer einzelnen hybridisierten Probe auf dem Microarray. Die Y-
Werte entsprechen der Y-fachen induktion im Vergleich zur Expression in arretierten EREB2-5-Zellen. Die am
stärksten regulierten Gene dieser Gruppe sind Tcl1a, Glut5 und TIMP1. TIMP1 und Tcl1 unterscheiden sich in
LCL und BLs um einen Faktor > 50.
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TIMP-1 ist ein Inhibitor von Matrixmetalloproteinasen (MMPs) auf der Oberfläche von
Zellen und daher negativ mit Angiogenese und Tumor-Invasivität (Guedez et al., 2001)
korreliert. Glut5 ist ein spezifischer D-Fructose-Transporter (Jost und Thorens, 2001) und
Tcl-1a ein Aktivator von Akt-Kinase und wurde als Onkogen beschrieben (Hoyer et al.,
2002).
Der Unterschied zwischen LCLs und BLs beträgt bei TIMP-1 und Tcl-1a  50-100fach. Damit
sind diese Gene innerhalb des Datensatzes die am stärksten unterschiedlich exprimierten in
LCLs und BLs. Interessanterweise kann die Expression von Tcl-1a und des koregulierten
Glut5 in P493-6 durch EBNA2 reprimiert werden, so dass diese Gene zwar weitgehend
unabhängig von MYC aber offensichtlich abhängig von EBNA2 reguliert werden.
Wegen der potentiell Akt-aktivierenden Wirkung von Tcl-1a wurde ein Phospho- Thr308-
Akt-Westernblot der oben genannten Zelllinien durchgeführt. Obwohl die detektierten
Banden von  EBV-positiven BLs stärker waren als in LCLs, konnte keine Bande mit der
richtigen Masse von ca 60 kD also vermutlich kein Phospho-Thr308-Akt detektiert werden.
Stattdessen fand sich eine Bande von 30kD, deren Spezifität nicht weiter überprüft wurde.
Weitere Komponenten des Akt-Signalweges wie PTEN und Akt wurden innerhalb dieses
Datensatzes auf mRNA-Ebene nicht nennenswert reguliert.
Interessanterweise war ein Fructosetransporter mit anderer Substratspezifität (Glut3)
entgegengesetzt zu Glut5 reguliert (Abb.!31B).
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Abb.!31B mRNA Expressionsmuster von Glut3, einem Fructosetransporter mit anderer Spezifität als als Glut5
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4 Diskussion
Um die Mechanismen EBV-vermittelter B-Zell-Immortalisierung und -Kommunikation
besser zu verstehen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein systematischer umfassender Screen
nach EBV-Zielproteinen und -genen durchgeführt. Um EBV- und MYC-induzierte
Zellproliferation miteinander vergleichen zu können, wurden verschiedene Zellsysteme
benutzt, in denen EBNA2 oder MYC konditional oder konstitutiv exprimiert sind und die in
ihrer Fähigkeit zur Proliferation von EBV/EBNA2 bzw. MYC abhängig sind. Die dazu
eingesetzten Techniken bestanden in einer Proteomanalyse (2D-Gelelektrophorese mit
Massenspektrometrischer Proteinidentifikation), Promotoraktivitätsanalyse (nukleärer Run-
On) und einer umfassenden  mRNA-Expressions-Analyse (DNA-Chip-Hybridisierung). In
den folgenden Abschnitten soll der biologische Kontext der erhaltenen Daten erläutert und die
biologische Relevanz diskutiert werden.
4.1 2D-PAGE-Analyse in EREB2-5, P493-6 und EBV-infizierten Adenoid-B-Zellen
Die identifizierten EBNA2-Zielproteine sind im folgendem Schema nach MYC-abhängig
induzierten Proteinen und nach Zielproteinen, die in der EBV-Infektion eine Rolle spielen,
klassifiziert dargestellt:
4.1.1 MYC-abhängige EBNA2-Zielproteine
EBNA2 induziert vermutlich über den Zwischenschritt der MYC-Induktion in besonderem
Maße Proteine, die mit dem allgemeinen Stoffwechsel und Wachstum in Verbindung zu
bringen sind (Die Funktion von nicht mit Originalliteratur zitierten Targetproteinen wurde der
EBNA2-reguliert
  MYC-reguliert
IgE-hist. releasing factor ›
AF103803 fl
 g-Actin fl, BID ›
eIF-5A ›,
Fatty acid binding protein 5 ›,
Thioredoxin ›,
Glutathion S transferase Pi fl,
F-actin capping protein fl
Ubiquitinthiolesterase L3 ›
Glia maturation factor g fl
Annexin!IVfl
reguliert bei EBV-Infektion
NM23-H1 ›
Inorganic pyrophosphatase ›,
PA28g ›
Acidic ribosomal protein P0 ›
Ly-GDI fl
Peroxiredoxin 3 fl
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NCBI-OMIM-Datenbank entnommen): Die Anorganische Pyrophosphatase (PPase :
Inorganic Pyrophosphatase) hydrolysiert Pyrophosphat, was die Synthese von Nukleotid-
polymeren (DNA, RNA) thermodynamisch begünstigt. Die PPase wurde auch als in
Adenocarcinomen induziertes Gen gefunden (Chen et al., 2002), möglicherweise als
Konsequenz der c-Myc-Überexpression (Schleger et al., 2002). So könnte die Induktion von
PPase eine Voraussetzung für schnelle Proliferation mit rascher DNA-Replikation sein. Das
saure ribosomale Protein P0 (Teil der 60S-Untereinheit des eukaryontischen Ribosomes)
und vermutlich auch eIF-5A (genaueres dazu in späteren Textabschnitten) unterstützen die
Translation von Proteinen. Die Proteine Ubiquitin-Thiolesterase-L3 (UHC-L3, setzt C-
terminal gekoppeltes Ubiquitin wieder frei) und PA28g (Proteasomaktivator für die
trypsinähnliche n ich t  IFN-g induzierte Proteasomaktivität) unterstützen die
Proteindegradation und somit den Proteinmetabolismus der Zelle (zusammengefaßt in Khan
et al, 2001 und Wilk et al., 2000). Experimente in K-ras temperatursensitiven Zell-Linien und
der Phenotyp von PA28g k.o. Mäusen deuten darauf hin, dass die Expression von PA28g mit
der Transformation und mit der Kontrolle des Zellwachstums zusammenhängen könnte.
Desweiteren werden Proteine stark reguliert, die mit (oxidativem) Stress in Verbindung
gebracht werden: Während Thioredoxin durch EBNA2 und durch MYC stark hochreguliert
wird, werden Peroxiredoxin!3 und Glutathiontransferase!Pi reprimiert. Dies deutet auf eine
Umstellung im Redoxhaushalt der Zelle hin, die sich auf die Aktivität des Proteasoms, die
Aktivität von Transkriptionsfaktoren und die Kontrolle der Apoptose auswirken kann
(zusammengefaßt in Arrigo et al., 1999). Das zwischen Zytosol und Zellkern shuttelnde
Thioredoxin (Karimpour et al., 2002) vermittelt beispielsweise die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie AP1, NF-kB, Ref-1 und p53 (Arrigo et al., 1999). Die Repression
des mitochondrialen Peroxiredoxin!3 durch MYC steht im Gegensatz zur Identifikation von
Peroxiredoxin!3 als MYC–induziertes Target in Rattenfibroblasten (Wonsey et al., 2002).
NM23-H1  (=NDKa) wurde ursprünglich als Repressor der Tumor-Metastasierung
beschrieben (Leone et al., 1991). Der andere Name NDKa rührt von seiner
Nukleotiddiphosphatkinase-Aktivität her, deren Funktion jedoch noch ungeklärt ist. Da man
NM23-H1 als stark induziert nach Expression von Myc findet (Schuhmacher et al., 2001),
scheint es mit der Proliferation von Zellen zu korrelieren. In Abschnitt 4.3.1 wird eingehender
auf NM23-H1 als Bestandteil eines durch metabolischen, oxidativen Stress induzierten DNA-
Reparatursystems eingegangen. Im Zusammenhang mit EBV könnte NM23-H1 auch eine
andere Funktion haben als ohne EBV. Subramanian und Mitarbeiter zeigten beispielsweise,
dass das virale EBNA3C mit NM23–H1 interagiert und in BL–Zellen die Migrationsfähigkeit
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unterdrückt (Subramanian et al., 2001a/b, 2002). Außerdem führte Überexpression von
EBNA3C zu quantitativer Translokation von NM23–H1 aus dem Zytosol in den Zellkern.
Interessanterweise bindet NM23–H2, ein zu 88%  homologes von NM23-H1 an den myc-P1-
Promoter und ermöglicht so eine effiziente P1-und P2-Transkriptionsinitiation in vitro (Postel
et al., 1991). LyGDI ist ein Inhibitor der Zytoskelett-Formation (zusammengefaßt in der
OMIM-Datenbank).
4.1.2 MYC-unabhängige EBNA2-Zielproteine
Die mRNA „AF103803“ wurde als Her2/neu-induzierte mRNA kloniert (Oh et al., 1999).
Her-2 ist ein Mitglied der EGF-Rezeptorfamilie, das eine wichtige Rolle bei der Entstehung
von Brustkrebs spielt. Die RT-PCR-Analyse im Lightcycler ergab ebenfalls eine Repression
von Her-2 durch EBNA2 in EREB2-5 (Daten nicht gezeigt), so dass zu vermuten ist, dass
AF103803 über die Repression von Her-2 reprimiert wird. Das Genprodukt des AF103803-
Gens wurde erstmals in dieser Arbeit identifiziert, seine Funktion ist jedoch unbekannt. Der
IgE-abhängige Histamin-Sezernierungsfaktor (HRF=engl. IgE dependent histamine
releasing factor) wurde von Kang et al. (2001) als sezernierter Wachstumsfaktor für Maus-B-
Zellen identifiziert. Die Inkubation von Milz-B-Zellen mit löslichem HRF führte zu
verstärkter Expression von MHC II-Molekülen, IL-1, IL–6, IL-10, CD22, CD69 und in
Kombination mit Anti-CD40-Antikörper zu dramatischer Aktivierung von NFkB und
verstärkter Proliferation. Dies könnte auch auf eine Rolle in der EBV-induzierten
Immunantwort deuten.
Besonders interessant für die Fragestellung dieser Arbeit sind Annexin IV und hGMFg, da
diese Proteine MYC-unabhängig auch früh nach Infektion von B-Zellen mit EBV reguliert
sind. Annexin!IV ist Mitglied einer Familie von Ca2+-abhängig Phospholipid-bindenden
Proteinen. Die genaue Funktion ist bisher unklar. Es migriert bei Fas-induzierter Apoptose
aus dem Zellkern in das Zytosol (Gerner et al., 2000). Man vermutet, dass Annexin!IV
antiapoptotisch wirkt und durch Stress induziert wird, der offensichtlich beim Östrogenentzug
im EREB-System mehr entsteht als im P493-6-System unter Tetrazyklin.
hGMFg-cDNAwurde als Homolog von hGMFb kloniert (Asai et al., 1998). Über die
Funktion von hGMFg existieren bisher noch keine Untersuchungen. Das Homologe
hGMFb spielt in der MAP/ERK-und NFkB-Signaltransduktion eine Rolle (Lim und Zaheer,
1996, Lim et al., 2000). So wurde nach in vitro Phosphorylierung durch Proteinkinase A
(PKA) eine inhibierende Wirkung auf ERK1/ERK2 und eine aktivierende Wirkung auf p38
MAPkinase in in vitro Kinase-Assays festgestellt. In vivo-Untersuchungen in C6-
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Rattengliomazellen ergaben eine p38-abhängig stimulierte Aktivierung von NFkB durch
Überexpression von GMFb. Neueste Untersuchungen zeigten dass die Überexpression von
hGMFb in Astrozyten zur Sezernierung von GM-CSF führt und in Mikrogliazellen die
MHC II und IL-1b-Expression induziert (Zaheer et al., 2002). Da Mikroglia und Astrozyten
das Immunsystem des Gehirns darstellen, könnte man vermuten, dass auch hGMFg eine
immunorelevante Funktion besitzt. Ein weiteres Indiz hierfür ist seine spezifische Expression
in Milz, Thymus und Testis (Asai, 2001). Erstaunlich in den in dieser Arbeit erhobenen Daten
ist, dass hGMFg in den infizierten Adenoid-B-Zellen, die nur zu ca. 55% mit EBV infiziert
sind, (Tanja Krug, persönliche Mitteilung) eine Repression detektiert werden konnte, die mit
Faktor 3 sogar stärker ist als in EREB2-5, was eine Bedeutung von hGMFg für eine EBV-
Infektion unterstreicht. Da eine dreifache Repression in zu nur 55% infizierten Zellen
mathematisch unmöglich ist, spielen vermutlich auch lösliche Faktoren, die auch nicht
infizierte Zellen erreichen, eine Rolle bei der Repression von GMFg. Erwähnenswert ist auch,
dass hGMFg bisher in der Literatur noch nie in Zusammenhang mit dem hematopoetischen
Immunsystem, Immortalisierung oder Tumorentstehung gebracht worden ist. Die Tatsache,
dass in LCLs durch LMP1 der MAP-Kinase-p38 und der NFkB-Weg aktiviert sind, die
Expression von GMFg jedoch reprimiert wird, steht jedoch in gewissem Widerspruch. Daher
erscheint eine andere modulatorische Funktion von GMFg in B-Zellen wahrscheinlich.
4.1.3 eIF-5A
Polyamine scheinen eine wichtige Rolle bei der Regulation des Zellwachstums sowohl in
gesunden als auch in Krebs-Zellen zu spielen (Übersichtsartikel Thomas und Thomas, 2001;
Bachrach et al., 2001). Es wurde beispielsweise beschrieben, dass Putrescin (Abb.!32) die
Transkription der Kinasen c-fos und c-jun stimuliert, während Spermidin die Synthese von
c–Myc erhöht. Ein weiterer wichtiger Mechanismus, wie Polyamine die
Proliferationsfähigkeit von Zellen beeinflussen können, dürfte die Aktivierung des
eukaryontischen Translations-Initations-Faktor 5a (eIF-5A) sein (Übersichtsartikel: Caraglia
et al., 2001). Dabei wird in menschlichem eIF-5A Lysin an Position 50 durch Anlagerung
einer Aminobutylgruppe und einer folgenden Oxidation in N6-(4-amino-2-hydroxybutyl)lysin
(=Hypusin) umgewandelt (Abb.!33). Die dazu notwendigen Enzyme sind
Desoxyhypusinsynthase und Desoxyhypusinoxidase.
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Abb.!32:
Biosynthese der Polyamine
Innerhalb des Harnstoffzyklus
wird mit Hilfe der Arginase aus
Arginin die Aminosäure Ornithin
gebildet. Ornithin-Decarboxylase
(ODC) katalysiert die Decarboxy-
lierung zum ersten Polyamin
Putrescin.  Nach Anlagerung
weiterer Aminogruppen entstehen
Spermidin und Spermin (Amino-
propyltransfer durch Spermidin-
Synthase und Spermin-Synthase).
Decarboxyliertes S-Adenosyl-
methionin dient dabei als
Aminopropyldonor. Die Enzyme
S-Adenosyl-methionin-
Decarboxylase (AdoMet-DC) und
ODC stellen somit Schlüssel-
enzyme dar, deren Expression auf
mehreren Ebenen kontrolliert wird.
Spermidin ist ein essentielles
Edukt für die posttranslationale
Synthese der Aminosäure Hypusin,
die Bestandteil von funktionellem
eIF-5A ist (Abb.!33).
MTA=5'-Methylthioadenosyl
AdoMet= S-Adenosyl-methionin
Das eIF-5A-Protein (ehemals eIF-4D) hat eine Masse von 18 kD und ist innerhalb der
Eukaryonten (von Hefe bis Säugerzellen) hoch konserviert. Es stellt das zum heutigen
Zeitpunkt einzig bekannte Protein mit Hypusinylierung dar. Bisher kennt man zwei
biologische Prozesse, in die hypusinyliertes eIF-5A involviert ist:
1.  Translationsinitiation: eIF3 und eIF1A binden an die kleine Untereinheit (40S) des
Ribosoms, um einen 43S-Komplex zu bilden. Die Initiations-tRNA Met-tRNAMet und
eIF2/GTP bilden den ternären Komplex und lagern sich an den 43S-Komplex an. Der 43S-
Präinitiationskomplex bindet nun an eine mRNA mit 5‘-gebundenen Initiationsfaktoren
(eIF4E, eIF4G und die RNA-Helikase eIF4A). Die 40S-Untereinheit scannt die mRNA
vom 5‘-Ende her und stoppt schließlich am AUG-Kodon. Um die Bindung der großen
(60S) Untereinheit des Ribosoms zu ermöglichen, muß nun der ternäre Komplex durch
Hydrolyse von GTP zu GDP aufgelöst werden, was auch die Dissoziation der übrigen
Initiationsfaktoren zur Folge hat. eIF-5A ist möglicherweise in den Prozess involviert,
der die GTP-Hydrolyse forciert.
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Abb.!33: 2D-Westernblot aus EREB2-5-Zell-Totallysat mit anti-eIF-5A Antikörper. Die Zuordnung der eIF-
5A-Modifikationen erfolgt nach Klier und Mitarbeitern (Klier et al., 1995), die die Modifikationen in humanen
Nierenzellfibroblasten (HeLa) charakterisierten. Diese Modifikationen wurden indirekt in dieser Arbeit durch
den Einsatz von Inhibitoren der Hypusinylierung für EREB2-5-Zellen bestätigt. Zur Aktivierung von humanem
eIF-5A wird Lysin an Position 50 durch Anlagerung einer Aminobutylgruppe aus Spermidin und einer
anschließenden Oxidation in N6-(4-amino-2-hydroxybutyl)lysin (=Hypusin) umgewandelt. Die dazu
notwendigen Enzyme sind 1. Desoxyhypusinsynthase und 2. Desoxyhypusinoxidase. Der Mechanismus und die
Bedeutung der Acetylierung für die Funktion von eIF-5A ist noch unbekannt, scheint aber mit der Lokalisation
in Verbindung zu stehen, da in der Kernfraktion von HeLa-Zellen nur die nicht acetylierte Form detektiert wurde
(Klier et al., 1995).
2. mRNA Export aus dem Zellkern: eIF-5A wurde erstmals 1993 als Rev1-bindendes
Protein identifiziert (Ruhl et al., 1993). Rev1 ist ein für den Kernexport der Virus-RNA von
HIV essentielles Protein (Abb.!34). Bevec und Mitarbeiter (Bevec et al., 1996) konnten
zeigen, dass eine Mutante von eIF-5A, die zwar an Rev1 bindet, aber nicht mehr exportfähig
ist, die Virusvermehrung unterbinden kann. Weitere Exportproteine, die an eIF-5A binden
und am eIF-5A-abhängigen Kerntransportmechanismus beteiligt sind, sind CRM1/Exportin1
(Rosorius et al., 1999) und Exportin 4 (Lipowsky et al. 2000).
Diskussion
86
Zytoplasma
     Kern
Provirus
Abb.!34 Rev-Kerntransport-Zyklus:
(nach Pollard und Malim, 1998)
Rev bindet als Multimer im Zytoplasma
über seine Arg-reiche Domäne (ARD) an
Importin–b (b ). Nach Kernimport und
Freisetzung von Importin!b bindet Rev
über die ARD an das Rev Response
Elemement (RRE) der Virus-RNA und
über das Kernexportsignal (NES) an
Exportin!1 (XPO). Der Export des Rev-
Virus-RNA-Komplexes ist mit der
Hydrolyse von GTP verbunden.
Funktionelles eIF-5A scheint für den
Export essentiell zu sein, da eine negativ
dominante transportdefiziente eIF-5A
Mutante den Export von Rev verhindert
und die Vermehrung von HIV stoppt
(Bevec et al., 1996).
Die Lokalisation von eIF-5A sowohl im Zytoplasma (löslich oder mit dem
Endoplasmatischem Retikulum assoziiert) (Shi et al., 1996) und an den Kernporen (Rosorius
et al., 1999) bzw. in der Kernfraktion von HeLa-Zellen (Klier et al., 1995) spiegeln
möglicherweise die Multifunktionalität von eIF-5A wider.
Welche der genannten Funktionen von eIF-5A in vivo eine oder die bedeutendere Rolle spielt
und bei der Inhibition die letalen Folgen auslöst, ist ungewiß und wird kontrovers diskutiert.
Die Deletion von eIF-5A ist in Hefe letal und die Inhibition der Hypusinylierung durch
chemische Inhibitoren führt in einigen Tumorzell-Linien zum Wachstumsarrest (Tome et al.,
1997; Nishimura et al., 2002 ). Die Tatsache, dass in Hefe das Eliminieren von eIF-5A zwar
sofort zum Wachstumsarrest führt, aber die Proteinsyntheserate nur um 30% abnimmt, legt
jedoch nahe, dass eIF-5A nicht generell essentiell für die Proteinsynthese ist (Kang und
Hershey, 1994). Ebensowenig scheint der mRNA-Transport für das Überleben jeder Zelle
essentiell zu sein, weil die konstitutive Expression einer dominant negativen HIV-RNA-
transportdefizienten Mutante von eIF-5A (M14) das Verhalten z.B. einer T-Zell-Linie (CEM
T-Zellen) nicht beeinflußt (Prof. J. Hauber, pers. Mitteilung).
4.1.4 eIF-5A in EREB2-5-Zellen
Aus den unter  3.1.2 beschrieben Experimenten geht hervor, dass EBNA2 ebenso wie MYC
die Expression von eIF-5A auch in seiner aktiven hypusinylierten Form induziert. Dieser
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Befund komplementiert die Beobachtung, dass MYC die Transkription der Schlüsselenzyme
der Spermidinsynthese (S-Adenosyl-Methionin-Decarboxylase, S-Adenosyl-Methionin-
Synthase, S-Adenosylhomocysteinhydrolase, Methylthioadenosyl-Phosphorylase, ODC und
Spermidinsynthase) drei- bis vierfach induziert (Schlosser et al., Schuhmacher et al., pers.
Mitteilung). Die Konvergenz dieser Daten läßt es wahrscheinlich erscheinen, dass
hypusinyliertes eIF-5A eine essentielle Rolle bei der EBNA2- und MYC-abhängigen
Proliferation spielt. Die stabile Expression der für den HIV-RNA-Transport dominant
negativen Form von eIF-5A M14 in BLs (DG75) oder  LCLs (LCL1.11) und die Inkubation
mit Hypusinylierungsinhibitoren von EREB2-5 oder P493-6 hatten jedoch keinen bzw. keinen
reproduzierbaren Effekt auf das Wachstum oder die Proteinexpression dieser Zellen. Dies
steht in Einklang mit der Tatsache, dass CEM-T-Zellen ebenfalls in ihrem Wachstum nicht
durch die Expression von M14 inhibiert werden. Ebenfalls konnte weder mit Inhibitoren noch
durch M14-Expression die Expression von CD83, dessen mRNA von eIF-5A aus dem Kern
transportiert werden soll (Kruse et al., 2000), reprimiert werden (D.Dudziak, unpublizierte
Daten). Ein Grund für das Scheitern der Versuche, eIF-5A in B-Zellen zu inhibieren, könnte
allerdings die extrem hohe Expression und Halbwertszeit der basischen Form (Abb.!18)
dieses Proteins darstellen. Möglicherweise genügen die verbleibenden nicht durch Inhibitoren
erfassten hypusinylierten eIF-5A-Moleküle, um die essentielle Funktion von eIF-5A
aufrechtzuerhalten. So ist in weiteren Versuchen entweder eine Optimierung des
Expressionsplasmids und die Selektion von Zellen mit hoher Expression angeraten oder sogar
ein genetischer Ansatz zur Inhibition der Hypusinylierung zu wählen.
Ein weiteres unerklärtes Phänomen bleibt die nur sporadisch auftretende Expression der
basischen, langlebigen möglicherweise im Kern lokalisierten Form von eIF-5A.
4.1.5 Halbwertszeit von Proteinen in arretierten EREB2-5
Wie pulse-chase Versuche (Abb.!18) belegen, ist die Halbwertszeit mancher Proteine in
arretierten EREB2-5-Zellen gegenüber proliferierenden EREB2-5-Zellen extrem verlängert.
Dies erklärt, weshalb die Induktion des 35S-Signals vieler Proteine (beispielweise eIF-5A und
NM23) in EREB2–5/P493-6 nicht in der Silberfärbung oder im eindimensionalen Westernblot
nachvollzogen werden konnte. So bietet das metabolische 35S-Labelling von EREB2-5 in
Bezug auf viele Proteine die einzige Möglichkeit, eine Induktion/Repression nachzuweisen.
Dagegen war nach der Infektion von Adenoid-B-Zellen mit EBV die Induktion in der
Silberfärbung vergeichbar mit der 35S-Inkorporation, da diese Zellen direkt aus der Ruhephase
kommen und niemals zuvor aktiviert waren.
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4.1.6 Bewertung der Methode
Im Vergleich zur Microarray-Analyse/Run-On-Analyse erscheint die Ausbeute interessanter
Targetproteine bei gleichzeitig viel höherem arbeitstechnischem Aufwand eher gering. Eine
Verbesserung der Targetausbeute könnte durch die Verwendung engerer pH-Gradienten oder
Präfraktionierung der Lysate erhöht werden. Dennoch würde das Problem bestehen bleiben,
dass Transmembranproteine durch die Methode bisher nicht erfasst werden können. Das
Potential der Methode liegt in der Möglichkeit der Erfassung von Proteinmodifikationen
(siehe eIF-5A)  und von Proteinen, die bisher aufgrund geringer Popularität noch nicht auf
Microarrays vorhanden sind (siehe GMFg, AF103803).
4.2 Durch nukleäre Run-Ons ermittelte Zielgene von EBNA2
Die mit Hilfe der nukleären Run-On-Analyse neu gefundenen direkten oder frühen EBNA2-
Zielgene kodieren Proteine, die vor allem in B–Zell-Homing (EBI2, SIAT1, CD22, CXCR4,
SDF1a, CCRD6, MIP1a, CD44) und –Signaling (CD22, B7.2, ARHH) involviert sind.
Interessanterweise handelt es sich bei den Paaren SIAT1/CD22, CXCR4/SDF1a, CCRD6/
MIP1a um Rezeptoren mit dem jeweiligen Liganden, die hier durch EBNA2 koinduziert
werden. Im Falle der Chemokinrezeptoren (CXCR4, CCRD6) könnte es sich dabei um
autokrine zur eigenen Wachstumsstimulation der Zelle nötige Loops handeln (Lataillade et al.,
2000). Auf der anderen Seite sind MIP1a und SDF1a sehr effiziente Chemoattraktoren für T-
Zellen (Baggiolini, 1998). Dieser Aspekt wird in Abschnitt 4.3.5 detailierter diskutiert.
Im Falle von SIAT1 und CD22 bleibt eine Interpretation der Daten schwierig: SIAT1 ist als
2,6a-Sialyltransferase zusammen mit der ebenfalls induzierten UDP-2-GalNac-Epimerase
u.a. an der Generierung des Oberflächenantigens CD75 beteiligt (Keppler et al. 1992, Keppler
et al., 1999), das wiederum der Ligand des Lectins CD22 ist. CD22 ist wahrscheinlich ein
Modulator des B-Zell-Rezeptors (BCR), der bei Ligation mit dem BCR das Signaling
inhibiert, aber bei Eigenquervernetzung das Signal vom BCR verstärkt (Yohannan et al.,
1999).  Die 2,6a-Sialylierung des BCRs ist einerseits Vorraussetzung der Bindung von CD22
an den BCR, andererseits kann es bei der Sialylierung anderer Substrate (wie z.B. CD75) zur
Kompetition und Bindung von CD22 an andere Substrate kommen, was eine Inhibition
aufheben würde. Welcher Effekt überwiegt und ob BCR-unabhängige Funktionen wie
Zelladhäsion und B-Zell-Homing eine Rolle spielen, bleibt jedoch unklar.
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Im Gegensatz zu den RNA-Daten konnte in FACS-Messungen auf EREB2-5-Zellen innerhalb
einer EBNA2-Induktionskinetik keine Regulation von CD75 nachgewiesen werden (Daten
nicht gezeigt). Dies kann aber theoretisch auch mit der Maskierung von CD75 durch andere
Liganden oder CD22 zurückzuführen sein. Ebenso zeigten LCLs und BLs keinen Unterschied
der CD75-Expression auf der Zelloberfläche.
Desweiteren wurden zwei Transkriptionfaktoren (Ets1, HHEX) identifiziert, die -ähnlich wie
MYC- in Proliferations- und Wachstumskontrolle involviert sind (OMIM-Datenbank).
Bei genauer Betrachtung der EBNA2-Induktionskinetiken der Chemokinrezeptoren im
EREB2-5-System fällt auf, dass die Kinetiken der Chemokinrezeptoren biphasisch verlaufen:
Das Maximum des jeweiligen Chemokines geht mit dem Minimum des korrespondierenden
Rezeptors einher. Das Phänomen, dass die Bindung eines Chemokins zur Internalisierung des
Rezeptors und somit zu seiner Depletion auf der Zelloberfläche führt, ist bereits für CXCR4
beschrieben (Förster et al., 1998). Dass aber die Bindung des Chemokins auch auf mRNA-
Ebene regulierend eingreifen könnte, stellt ein noch nicht beschriebenes ebenfalls biologisch
sinnvolles Phänomen dar, das einer eingehenderen Untersuchung bedarf.
Nach den mit der Run-On-Analyse erhobenen Daten scheint EBNA2 primär einerseits
Transkriptionsfaktoren zu induzieren, die an der Kontrolle von Proliferation und Wachstum
beteiligt sind, und andererseits die Expression vor allem von Chemokinrezeptoren und
Chemokinen sowie Homingrezeptoren zu induzieren. Letztere sind vermutlich für eine
EBNA2-induzierte B-Zell-Aktivierung wichtig, sowie für die damit verbundenen Phänomene
der B-Zell-Migration, -Lokalisation und Rekrutierung von T-Zellen.
Bewertung der Methode
Mit Hilfe der Run-On-Technologie konnten sehr sensitiv frühe und direkte Zielgene von
EBNA2 detektiert werden. Es hat sich jedoch als unbedingt notwendig erwiesen, Run-On-
Daten durch mRNA-Kinetiken zu bestätigen, da jede Kinetik unterschiedlich aussehen kann.
Im  Falle von PDE4B stehen die RT-PCR-Daten sogar im Gegensatz zu den Run-On-Daten,
was auf zusätzliche komplexe Formen der Regulation der Expression auf der Ebene der RNA-
Stabilität hinweist.
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4.3 mRNA-Analyse von EBV- und MYC-vermittelter Proliferation auf Lymphochips
Da die Diskussion aller Daten den Rahmen der Doktorarbeit und die Geduld des Lesers
sprengen würde, soll im Folgenden nur auf die Regulation einiger auffällig regulierter Gene
mit den dazugehörigen Signalwegen eingegangen werden. Gene, die BL-spezifisch reguliert
sind, werden nicht weiter besprochen, da sie nicht Ziel dieser Arbeit sind.
4.3.1 MYC- und EBV/EBNA2-induzierte Gene sind proliferationsassoziiert
Ein unbestrittener Schlüsselfaktor in den beschriebenen Systemen ist das direkte zelluläre
EBNA2-Zielgen c-myc. Wie bereits in der Einleitung beschrieben, handelt es sich bei c-myc
um ein Onkogen, dessen Überexpression in B-Zellen zu deren Immortalisierung führen kann.
So war anzunehmen, dass MYC alle für die Proliferation nötigen Faktoren in einer B-Zelle
induziert und dass EBNA2 seine proliferationsfördernde Wirkung größtenteils über die
Induktion von MYC vermittelt. Diese Annahme findet in den vorliegenden Daten ihre
Bestätigung. Gene, die im vorliegenden Datensatz in gleichem Maße von MYC und
EBV/EBNA2 induziert wurden [TypI(+/+)], waren vor allem in grundlegende Prozesse der
Lebenserhaltung und Zellteilung wie Stoffwechsel, Polyaminstoffwechsel,
Proteinmetabolismus, Nukleotidsynthese und Replikation involviert.  Damit komplementieren
die Arraydaten in diesem Punkt die aus dem Proteomansatz gewonnenen Daten bzw. weisen
z.B. mit UCH-L3 und NM23-H1, die im 2D-PAGE als MYC-abhängig EBNA2-reguliert
identifiziert worden waren, sogar Überschneidungen auf. Ein interessanter Punkt ist die
Koregulation von NM23-H1 und SET, die gemeinsam mit dem etwas später in der EBNA2-
Induktionskinetik induzierten HMG-2 den SET-Komplex bilden (Fan et al., 2003). Nach
Meinung von Fan et al. ist der SET-Komplex ein DNA-Reparatursystem und
Transkriptionsaktivator, der als Antwort auf oxidativen Stress induziert wird, der bei einem
aktivierten Metabolismus einer Zelle entsteht. Aber auch weitere koregulierte Gene greifen in
ihrer Funktion ineinander: Die später in der MYC- oder EBNA2-Induktionskinetik induzierte
TypI(+/+)-Genprodukte wie Ark2, Aurora, CENP-E, CENP-F, CDC20, MAD2 und BUB1
sind an der Organisation der chromosomalen Kinetochoren und des Spindelapparates beteiligt
und kontrollieren dadurch die Chromosomen-Separation und -Segregation der Anaphase.
Das Expressionsprofil von Ki67 untermauert, dass sich "EREB2-5 0h" tatsächlich bis 8h nach
Induktion in G0 befinden und daher arretierte Zellen darstellen. Im Gegensatz dazu sind
P493-6-Zellen auch nach Zugabe von Tetrazyklin Ki67-positiv. Diese letzten Befunde
spiegeln sich in den Thymidin-Inkorporationsassays aus Abb.!15 wider. So kann anhand der
erhobenen mRNA-Daten der Einstieg von EREB2-5 aus G0-Arrest in den Zellzyklus
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nachvollzogen werden. Insgesamt zeigt sich, dass man aus den erhobenen mRNA-Daten auf
den Zustand von Zellen innerhalb des Zellzyklus schließen kann. Wie das Koclustern der
gesamten  Expressionsprofile der Zellen des vorliegenden Datensatzes zeigte (siehe Abschnitt
3.3) konnte man allein anhand dieser generierten Stammbäume, die die Ähnlichkeit der
Expressionsprofile der Zelllinien widerspiegeln, Zellen der MYC- oder EBV/EBNA2-
abhängigen Proliferation zuordnen. Die Gene die diese Unterschiede ausmachen [also nicht
TypII(+/+)] bzw. bewirken, werden in den nach folgenden Abschnitten beschrieben.
4.3.2 LMP1
Das virale LMP1 ist als direktes EBNA2-Zielgen ein weiterer Schlüsselfaktor der EBV-
vermittelten Proliferation. LMP1 ist ein transmembranes konstitutiv aktives Signalmolekül,
das in seiner Wirkung auf B-Zellen einem stimulierten CD40-Rezeptor sehr ähnlich ist
(Kilger et al. 1998, Ulrike Dirmeier Doktorarbeit, 2002), wobei die zytosolische Domäne eher
der des TNFa-Rezeptors ähnelt (Abb.!35). Es ist essentiell für die B-Zell-Immortalisierung
durch EBV (Kilger et al., 1998), transformiert Nagerfibroblasten in vitro (Wang et al., 1985)
und führt bei Expression in transgenen Mäusen –also ohne EBV-Hintergrund- zur
Entwicklung von B-Zell-Lymphomen (Kulwichit et al., 1998). Die bisher bekannten
Signalwege, über die LMP1-Funktion seine Funktion vermittelt, umfassen den NFkB-,
JNK1/AP1, p38 MAPK- und den JAK/STAT-Signalweg (Übersichtsartikel Lam und Sugden,
2003), wobei letzterer für das Überleben der Zelle nicht von Bedeutung ist.
Abb.!35: (Nach A.Kieser,
Homepage) Das virale LMP1
vermittelt Überleben,
Proliferation und Schutz vor
Apoptose.
Die bisher bekannten Signal-
wege umfassen den NFkB-,
JNK1/AP1, p38 MAPK- und
den JAK3/STAT-Signalweg,
wobei letzterer für das
Überleben der Zelle nicht von
Bedeutung ist. Bekannte, an
den Signalwegen beteiligte
Faktoren sind als runde oder
eckige Formen skizziert. (P)
entspricht der phosphory-
lierten Form.
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4.3.3 NFkB
Da für aus der Literatur bekannte NFkB-Zielgene auffällige Expressionsmuster [Typ!II(-/+)]
gefunden wurden, soll im Folgenden auf NFkB (Nukleärer Faktor kB) eingegangen werden
(Übersichtsartikel Li und Verma, 2002; Caamano und Hunter, 2002, Niiro und Clark, 2002).
Die NFkB-Proteine sind Transkriptionsfaktoren, die eine zentrale Rolle in der Regulation der
adaptiven und angeborenen Immunantwort spielen. Nicht aktivierte NFkB-Proteine befinden
sich aufgrund ihrer Assoziation an NFkB-Inhibitoren (IkBs) vorwiegend im Zytoplasma der
Zelle, wo sie inaktiv sind. Nach Aktivierung von IkB-Kinasen (IKKs) im IKK-NEMO-
Komplex werden IkBs durch diese an Serinresten phosphoryliert, an Lysinresten
ubiquitinyliert und durch das 26S Proteasom degradiert, so dass NFkB-Dimere in den Kern
migrieren und dort nach Bindung an das NFkB-responsive Element eines Promotors als
Transkriptionsfaktoren aktiv werden. Fast alle NFkB-Proteine können über ihre Rel-
Homologie-Domäne (RHD) Hetero- und Homodimere bilden (Tabelle 5). Dabei gibt es
NFkB-Proteine mit und ohne Transaktivatordomäne, so dass Heterodimere wie das ubiquitär
exprimierte p65/p50-Dimer transkriptionell aktivierend wirken, während Homodimere der
NFkB-Proteine (p50/p50) ohne Transaktivatordomäne als Transkriptionsinhibitoren wirken.
NFkB-Proteine Eigenschaften, Besonderheiten
RelA(=p65), c-Rel,
RelB
Haben Transaktivierungsdomäne. RelB bildet keine Homodimere. RelA wird ubiquitär,
c-Rel und RelB werden nur in lymphoidem Gewebe exprimiert.
NFkB1 (p50;p105) Hat keine Transaktivierungsdomäne; ubiquitäre Expression
NFkB2 (p52;p100) Hat keine Transaktivierungsdomäne; Expression in lymphoidem Gewebe
IkB-Proteine
IkBa, (IkBe) Vermitteln transiente NFkB-Antwort. Haben NES, Gene werden durch NFk B
induziert, schnelle Phosphorylierung und Degradation induzierbar. IkBe-K.O.-Mäuse
haben keine schweren Immundefekte.
IkBb Hält persistente NFkB-Aktivierung aufrecht. Besitzt kein NES, maskiert beide NLS
des gebundenen NFkB-Dimers und stabilisiert dadurch den Komplex im Zytoplasma
oder im Kern (hier wirkt IkBb demnach als Transaktivierungsstabilisator). Das Gen
wird nicht durch NFkB induziert. Keine schnelle Degradation induzierbar.
BCL-3 Besitzt keine NES aber Transaktivatordomäne ->Transaktivator!
p105, p100 Die nicht gespaltenen NFkB-Formen enthalten eine Anchyrindomäne, so dass sie als
IkB-ähnliche Proteine fungieren können.
IKKs
IKK1(IKKa) Wichtig für B-Zell-Reifung, Keratinozytenentwicklung, NIK-abhängige p100-
Prozessierung
IKK2(IKKBeta) Wichtig für NFkB-Aktivierung durch IL-1, TNF und LPS
NEMO (IKKg) Regulatorische Unterheit ohne katalytische Aktivität. Wichtig für NFkB-Aktivierung
(NEMO-K.O.-Mäuse haben ähnlichen Phänotyp wie IKK1/IKK2-doppel-K.O.-Mäuse.
Tabelle 5: Komponenten des NFkB-Signalweges und ihre Eigenschaften.
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Abb.!36: Der Signalweg der induzierbaren NFkB-Aktivierung erfolgt über die induzierte Degradation von
IkBa. Dabei wirken alle Signalwege auf IKKs ein, die IkBa (kanonischer Signalweg) oder p100 (alternativer
Signalweg) phosphorylieren. Dabei sind die meisten Zwischenschritte im alternativen Signalweg und ebenso die
Frage, ob Unterschiede beim Transaktivierungsmechanismus bestehen,  ungeklärt.  DAG=Diacylglycerol; InsP3
= Inositoltriphosphat; CBP=Histoacetyltransferase, HDAC=Histondeacetylase; BCR=B-Zell-Rezeptor;
TNF=Tumor-Nekrose-Faktor; PLC=Phospholipase; PKC=Proteinkinase!C; Syk, Lyn, Btk =
Proteintyrosinkinasen; PLC=Phospholipase!C; LPS=Lipopolysaccharide; NIK=NFkB-induzierende Kinase;
MYD88,  IRAK, TRAF, TRADD, RIP, BLINK,BAM32, NEMO sind regulatorische Proteine ohne bekannte
katalytische Aktivität.
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Alle NFkB-Proteine haben eine nukleäre Lokalisationssequenz (NLS), die für den Import des
Komplexes in den Kern verantwortlich ist, während IkBa  und IkBe  ein nukleäres
Exportsignal (NES) haben, das den Export aus dem Zellkern favorisiert. Bei der Bindung von
IkBa an ein NFkB-Dimer wird eine NLS des Dimers verdeckt. So entsteht ein dynamisches,
energieaufwendiges Gleichgewicht zwischen Kernimport und Export, das durch
Phosphorylierung und Degradation von IkBa innerhalb weniger Sekunden nach erfolgtem
Stimulus in Richtung des Imports verschoben wird und zur Bindung von NFkB an sein
Response-Element führt. Der p65/p50-Komplex rekrutiert dabei den Histonacetyltransferase-
komplex CBP und verdrängt den zuvor gebundenen Repressor-Komplex aus p50-Dimer und
Histondeacetylase1 (HDAC1) von der NFkB-Bindungsstelle. Die Histonacetylierung durch
CBP führt schließlich zur Genaktivierung. Zum "Recycling" von NFkB wird vermutlich p65
durch HDAC3 deacetyliert, was die Bindung von IkBa an das p65/p50-Dimer verstärkt und
zum Export aus dem Kern führt. Zur Aktivierung von NFkB trägt nicht nur die Degradation
von IkBa, sondern auch die Serinphosphorylierung (durch NIK, PKC, Caseinkinase!II, IKK2
etc.) und Acetylierung von p65 bei. Die initiale Aktivierung des NFkB-Signalweges
(zusammengefasst in Pahl, 1999) erfolgt entweder durch eher unspezifische Stimuli wie
oxidativer Stress und Giftstoffe oder durch die Aktivierung von Zelloberflächenrezeptoren
durch pathogene Erreger oder körpereigene Botenstoffe. Zu den wichtigsten körpereigenen
Rezeptoren gehören die Toll-Rezeptoren, die auf Lipopolysaccharide (LPS) reagieren, die
Rezeptoren der TNF-Rezeptor-Familie (TNFR), der T-Zell-Rezeptor und indirekt der B-Zell-
Rezeptor-Komplex (BCR). Die Signalwege mit den wichtigsten bekannten Signalmolekülen
sind in Abb.!36 dargestellt. Nach neusten Erkenntnissen gibt es neben dem oben
beschriebenen Signalweg (kanonischer Weg) noch einen alternativen  NEMO-unabhängigen
Weg (nicht-kanonischen Weg), bei dem NIK über IKK1 die Prozessierung von p100 zu p52
induziert (Senftleben et al., 2001). Rezeptoren, die diesen Signalweg auslösen können, sind
nach bisherigen Erkenntnissen BAFF-R (B-Zell-Aktivierungsfaktorrezeptor), LTbR
(Lymphotoxinrezeptorb) und CD40 (Übersichtsartikel Pomerantz und Baltimore, 2002).
Aufgrund der Ähnlichkeit des quervernetzten CD40-Rezeptors mit LMP1 (s.o), soll im
folgenden Abschnitt auf die Untersuchungen im Zusammenhang mit CD40 eingegangen
werden (Coope et al., 2002): Coope et al. zeigten, dass CD40 neben dem kanonischen auch
den nicht-kanonischen Signalweg aktiviert. In diesem alternativen Weg bindet – anstelle von
p65 – RelB an den p52-Vorläufer p100, der durch sein Ankyrindomäne gleichzeitig wie ein
IkB fungiert. Durch Aktivierung von NIK-Kinase und IKK1 kommt es zur induzierten
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Ubiquitin-vermittelten Prozessierung von p100 zu p52, so dass der NFkB-Komplex in den
Kern migriert. Zusätzlich wurde gezeigt, dass im Gegensatz zur Aktivierung des kanonischen
Signalweges für die vollständige Aktivierung des alternativen Signalweges offenbar eine
durch CD40-induzierte Genexpression oder Translation erforderlich ist. Im Gegensatz zum
LMP1-Signalweg, bei dem NIK IKK2 aktiviert (Sylla et al., 1998), wurde gezeigt, dass die
Aktivierung des kanonischen Signalweges über CD40-Quervernetzung NIK-unabhängig
erfolgt.
Modell nach Tanaka et al., 2002:
Modell nach You et al. (2002):
Abb.!37: In zwei unabhängig voneinander erschienenen Veröffentlichungen wurde gezeigt, dass MYC indirekt
NFkB-Genaktivierung inhibiert. Dabei zeigten Tanaka et al., dass das MYC-Zielprotein E2F1 in Kompetition
mit p50 an p65 bindet und somit die Bindung des NFkB-Komplexes an die DNA verhindert, während You et al.
eine Inhibition der Transaktivierung bei vollständiger Bindung an das NFkB-Element des A1-Promotors
feststellten. Letztere vermuteten als Transaktivierungsinhibitor ein bisher unbekanntes Zielgenprodukt (X) von
MYC. In beiden Fällen inhibiert MYC dadurch antiapoptotische Signalwege. Überexpression von DP-1 kann
E2F1 aus dem Komplex mit p65 sequestrieren und damit die NFkB -Aktivität wieder herstellen.
MnSOD=Mangan-Superoxiddismutase, A1= Bcl-2-ähnliches Protein
p50 p65
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E2F1 p50p65E2F1 +
NFkB-responsiver MnSOD-PromotorNFkB-responsiver MnSOD-Promotor
DP-1E2F1
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p50 p65 +
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p50 p65
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X
NFkB-responsiver A1-PromotorNFkB-responsiver A1-Promotor
MYC
p50 p65
X
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4.3.3.1 MYC reprimiert NFkB-Zielgene
Die in Abb.!27A/B dargestellten Expressionsprofile gehören zu TypII(-/+)- und TypII(+/++)-
Genen: Induziert in den EBV-abhängig proliferierenden Zellen, reprimiert oder nicht so stark
induziert in MYC-abhängig proliferierenden Zellen. Laut Literatur (Übersichtsartikel Pahl et
al., 1999) handelt es sich bei den meisten dieser Gene um NFkB-Zielgene.  Die Induktion
von NFkB-Zielgenen in LCLs überrascht nicht, da in diesen Zellen LMP1 exprimiert ist, das
konstitutiv NFkB aktiviert. Die Negativregulation in MYC-abhängig proliferierenden Zellen
ist in Übereinstimmung mit aktuellen Arbeiten (You et al., 2002 bzw. Tanaka et al., 2002), in
denen der Einfluss von Myc auf die Sensitivität von Fibroblasten in Bezug auf
proapoptotische Stimuli untersucht wurde. In beiden Arbeiten wurde durch Überexpression
von MYC die NFkB-vermittelte Induktion antiapoptotischer Gene wie das Bcl-2-verwandte
A1 und das antioxidative Enzym Mn-Superoxiddismutase (MnSOD) inhibiert (Abb.!37).
Dabei zeigten Tanaka et al. durch EMSA-Experimente, dass das MYC-Zielprotein E2F1 in
Konkurrenz zu p50 an p65 bindet und somit die Bindung des NFkB-Komplexes an die DNA
verhindert, während You et al. eine Inhibition der Transaktivierung bei vollständiger Bindung
an das NFkB-Element des A1-Promotors feststellten. Letztere vermuteten als Transaktivie-
rungsinhibitor ein bisher unbekanntes Zielgenprodukt von MYC. Die Konsequenz ist eine
stärkere Apoptosesensitivität der MYC- oder E2F1- exprimierenden Zellen als Antwort auf
TNF-Stimulation (You et al.,2002) oder auf oxidativen Stress (Tanaka et al., 2002). Im
vorliegenden Datensatz ist die Expression von E2F1 in BL-Zelllinien von Patienten erhöht.
Interessanterweise sind im Gegensatz zu Akata die Linien Elijah, Mukira und BL29 sehr
anfällig für oxidativen Stress. Akata zeichnet sich hingegen durch vergleichsweise hohe
Expression von DP–1 aus, welches E2F1 bindet und zumindest in MEFs (Maus-
Embryofibroblasten) die NFkB-vermittelte MnSOD-Expression wieder herstellt (Tanaka et
al., 2002). So scheinen die in Fibroblasten gemachten Beobachtung auf B-Zellen übertragbar
zu sein. E2F1 ist jedoch nicht in MYC-überexprimierenden B–Zelllinien induziert, so dass
vermutlich noch ein anderer MYC-abhängiger Mechanismus für die Repression von
NFkB-Targetgenen existiert.
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Abb.!38: Expressionsprofile von E2F-1, DP-1, NFkB1 und NFkB2. Jede Säule entspricht einer einzelnen
hybridisierten Probe auf dem Microarray. Die Y-Werte entsprechen der Y-fachen Induktion im Vergleich zur
Expression in arretierten EREB2-5-Zellen. (Ohne Östrogen = ohne funktionelles EBNA2). Die NFkB1-Daten
sind inhomogen. Es zeichnet sich aber klar eine geringere Induktion als von NFkB2 ab.
Diskussion
98
4.3.3.2 EBV induziert das NFkB2-Gen
Ein weiterer interessanter Aspekt ist die in EBNA2-abhängig wachsenden Zellen selektiv
erhöhte Expression von NFkB2 während die Expression von NFkB1 weniger stark reguliert
wird (Abb.!38). Im Gegensatz zu p105, das in Zellen konstitutiv zu p50 (NFkB1) prozessiert
wird (Übersichtsartikel Pomerantz and Baltimore, 2002), benötigt die Prozessierung des
NFkB2-Vorläufer p100 einen weiteren Stimulus wie z.B. die Aktivierung durch NIK und
IKK1 (s.o.), so dass p100 zusammen mit RelB einen Komplex bildet, der unabhängig von
IkBa aktivierbar ist. Wie ebenfalls aus den Expressionsprofilen hervorgeht, wird IkBa, das
ebenfalls ein NFkB-Target ist, mit NFkB2 koreguliert, was bedeutet, dass der kanonische
NFkB-Signalweg blockiert wird. Auf diese Weise könnte selektiv der alternative Signalweg
aktiviert werden. Da eine Repression des alternativen Signalweges durch IkBa ausbleibt,
erreicht EBV auf diese Weise möglicherweise eine konstitutive Aktivierung des NFkB-
Signalweges. Dabei erfolgt die Aktivierung auf posttranslationaler Ebene in Analogie zu
CD40 vermutlich durch LMP1. Ein Gegenargument zu letzterer These scheint die von Sylla et
al. (1998) gewonnene Erkenntnis, dass die LMP1-abhängige NFkB-Aktivierung zu 80%
durch die Überexpression einer dominant negativen Form von IKK2 inhibiert werden kann.
Diese Daten beziehen sich jedoch lediglich auf transiente Experimente in 293-Zellen, wurden
aber noch nicht in B-Zellen erhoben, die schon über einen längeren Zeitraum LMP1
exprimieren. In anderen Untersuchungen (Feuillard et al., 2000; Kahir-McFarland et al.,
2000) wurde gezeigt, dass die Überexpression einer konstitutiv aktiven IkBa-Mutante, die
nicht mehr IKK-abhängig degradierbar war, zu gesteigerter Apoptose von LCLs führte.
Jedoch führte in beiden Arbeiten die Inhibition des kanonischen Signalweges nicht
unmittelbar zur Apoptose der Zellen, wie man es bei einer vollständigen Blockierung des
NFkB-Signalweges erwarten würde. Kahir-McFarland et al. konnten lediglich die Repression
einiger bekannter NFkB-Zielgene (endogenes IkBa, Bfl-1, ICAM-1 und p53) feststellen,
während c-myc, Bcl-2 und Bcl-Xl in ihrer Expression nicht beeinträchtigt waren. Dies
unterstützt die These, dass neben einem IkBa-abhängigen auch ein IkBa-unabhängiger
Signalweg existiert, der durch EBV aktiviert wird. Auf der anderen Seite stellt sich die Frage,
inwieweit die Überexpression eines mutierten IkBa  mit der in vivo-Situation eines
induzierten endogenen IkBa zu vergleichen ist. Die Frage, ob die Gene mit dem TypII(-/+)-
Expressionsprofil selektiv NFkB2-abhängig oder sogar abhängig vom alternativen Signalweg
reguliert werden, lässt sich nur durch den Einsatz spezifischer chemischer IkBa-Stabilisatoren
oder durch Überexpression von konstitutiv aktivem IkBa bzw. nicht degradierbarem p100 in
LCLs mit anschließender mRNA-Analyse klären.
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Neben NFkB2 ist als weiteres positiv regulierendes Molekül Tp12 ähnlich reguliert, das nach
Eliopoulos et al. (2002) mit NIK in einem Komplex wirksam ist, während NIK selbst kaum
reguliert wird. Auch hier stellt sich die Frage nach einer selektiven Aktivierung eines
bestimmten Signalweges.
4.3.3.3 EBV/EBNA2 induziert antiapoptotische Moleküle
Innerhalb der TypII(+/++)- und TypII(-/+)-Gene waren keine Gene vertreten, die, wie z.B. die
meisten TypI(+/+)-Gene, in grundlegende Prozesse der Lebenserhaltung und Zellteilung
involviert waren. Demnach scheinen die grundlegenden Mechanismen der Proliferation in
MYC- und EBV-abhängig proliferierenden Zellen identisch zu sein.  Auf der anderen Seite
waren jedoch in EBV-abhängig proliferierenden Zellen antiapoptotische Moleküle wie A1,
Bcl-2 , IEX-1L (Abb.!27D) stärker exprimiert, was die höhere Sensititvät von BLs gegenüber
apoptotischen Signalen wie oxidativen Stress erklärt.
4.3.3.4 Abhängigkeit der MYC- sowie EBV/EBNA2-abhängigen Proliferation von
NFkB
Da der NFkB-Signalweg in LCLs viel stärker aktiviert zu sein scheint als in BLs, lag zunächst
die Vermutung nahe, dass BLs für ihre Proliferation weniger oder keine NFkB-Aktivität
benötigen. Die Tatsache, dass ausschließlich MYC-abhängig proliferierende Zelllinien zum
Teil wesentlich sensitiver auf den NFkB-Hemmer BAY11-7085 reagieren als LCLs, zeigt
jedoch, dass BLs offenbar nicht NFkB-unabhängig proliferieren, wobei unspezifische
toxische Nebeneffekte von BAY11-7085 wahrscheinlich sind (Lloyd Lam, NIH, Staudt
Labor, persönliche Mitteilung). Die geringere Sensitivität von LCLs könnte bedeuten, dass
LCLs stärker den alternativen IkBa-unabhängigen Signalweg benutzen oder weniger stark auf
die Nebeneffekte von BAY11-7085 reagieren. Auf der anderen Seite ist vorstellbar, dass
durch die NFkB-aktivierende Wirkung von LMP1 eine NFkB-Hemmung in LCLs leichter
kompensiert werden kann als in BLs.
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4.3.4 Interferonantwort und STAT-Proteine
4.3.4.1 STAT-Proteine
(Ramana et al., 2002, Kisseleva et al., 2002,  Stark et al., 1998, Schindler und Strehlow, 2000)
Die wichtigsten intrazellulären Vermittler von Zytokinsignalen sind die „Signal Transducers
of Transkription“  (=STAT) -Proteine.  Die Dimerisierung von Zytokinrezeptoren durch ein
entsprechendes Zytokin initiiert eine Tyrosinphosphorylierungssignalkaskade, in deren
Verlauf mit dem Rezeptor assoziierte sogenannte Januskinasen (JAKs) aktiviert werden, die
eine Tyrosinseitenkette der Dimerisierungsdomäne der ebenfalls assoziierten STAT-Proteine
phosphorylieren (Abb.!39). Das Phosphotyrosin wird nun zusammen mit den umgebenden
Aminosäuren durch die SH2-Bindedomäne eines anderen STAT-Moleküls spezifisch erkannt
und gebunden, so dass es zur Dimerisierung sich gegenseitig erkennender STAT-Proteine
kommt. Die Dimere migrieren in den Zellkern, binden dort (mit Ausnahme von STAT2)
direkt an Promotoren und aktivieren über ihre C-terminale Transaktivierungsdomäne Gene,
die in zelluläres Wachstum, Differenzierung, Entwicklung und Modulation der Immunantwort
involviert sind. In der Literatur wird oftmals vorausgesetzt, dass beide STAT-
Bindungspartner an ihrer Tyrosinseitenkette phosphoryliert sind. Hinweise auf Dimere aus
phosphorylierten und unphosphorylierten STAT-Monomeren (STAT1/STAT2 oder
STAT1/STAT3), die auch transkriptionell aktiv sind (Gupta et al., 1996, Zhang et al., 1995,
1990), legen jedoch nahe, dass die Phosphorylierung eines Bindungspartners genügt.
Ebenfalls kann in Kernen unstimulierter Zellen ein gewisses Basisniveau an
unphosphoryliertem STAT1 und STAT3 nachgewiesen werden (Schindler und Strehlow,
2000).
4.3.4.2 STAT1 als Mediator der Interferon-Antwort
Obwohl eine Vielzahl von Zytokinen (IL–6, OnM, LIF, CNTF G-CSF, IL–9, GH, EGF,
PDGF, CSF-1, AT-1) die Aktivierung von STAT1 induzieren, konnte in STAT1-defizienten
K.O.-Mäusen lediglich eine Beeinträchtigung der Interferon(IFN)-Antwort nachgewiesen
werden (zusammengefasst in Schindler und Strehlow, 2000), weshalb an dieser Stelle nur auf
den Interferon-vermittelten Signalweg eingegangen wird. Interferone spielen eine wichtige
Rolle bei der Abwehr von Virusinfektionen. Dabei unterscheidet man zwischen TypI
(IFNa/b) und TypII (IFNg) –Interferonen. Bei der Stimulation mit TypII-Interferonen kommt
es zur Bildung von STAT1-Homodimeren, die im Kern an sogenannte g-aktivierte Sequenzen
(GAS-Elemente) binden (Abb.!39). Wichtig für die Transaktivierung der Gene mit GAS-
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Element ist hierbei nicht nur die Phosphorylierung von Tyr701, die die Dimerisierung von
STAT1 ermöglicht, sondern auch die Phosphorylierung von Ser727. Nach neusten
Erkenntnissen wird die STAT1-abhängige IFNg-Antwort durch die dual-spezifische
Phosphatase SHP2 (Wu et al., 2002) beendet, indem Ser727 und Tyr701 dephosphoryliert
werden. Die Tyrosinphosphatase SHP-1 hat dagegen positive Effekte auf die STAT1-
Aktivierung (You et al., 1997). Neben der im Homodimer aktiven Form von STAT1
(STAT1a) existiert ebenfalls eine aus alternativem Spleißen hervorgehende C-terminal
trunkierte Form STAT1b, die keine Transaktivierungsdomäne und somit kein Ser727 besitzt.
A b b . ! 3 9 : Die Dimerisierung von Interferonrezeptorenen durch Interferon initiiert eine
Tyrosinphosphorylierungs-Signalkaskade in deren Verlauf JAK1/2 (TypII) bzw. JAK1/Tyk2 (TypI) aktiviert
werden, die eine Tyrosinseitenkette der Dimerisierungsdomäne der assoziierten STAT-Proteine phosphorylieren.
Das Phosphotyrosin-Motiv wird durch die SH2-Bindedomäne eines anderen STAT-Moleküls spezifisch erkannt
und gebunden, so dass es zur Dimerisierung sich gegenseitig erkennender STAT-Proteine kommt. Bei der TypI-
Signalkaskade entsteht das ISGF3-Trimer. Die Komplexe migrieren in den Zellkern, binden dort  direkt an
Promotoren und aktivieren über ihre C-terminale Transaktivierungsdomäne Gene, die in zelluläres Wachstum,
Differenzierung, Entwicklung und Modulation der Immunantwort involviert sind. STAT1-Dimere binden Gas-
Elemente während der ISGF3-Komplex über IRF9 an ISRE-Elemente bindet. Für die Transaktivierung von
Genen mit GAS-Elementen durch STAT1 ist die Phosphorylierung von Ser727 am C-Terminus durch weitere
Serinkinasen (z.B. Akt, PI3-Kinase und PKCd) nötig.
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Diese trunkierte Form stellt im Homodimer eine kompetitiv inhibierende Form von STAT1a
dar. Bei der TypI-Interferon-Antwort formiert sich aus STAT2 („ISGF3a “),
STAT1(„ISGF3b“) und IRF9 („ISGF3g“) der ISGF3-Komplex (zusammengefasst in Stark et
al., 1998). Der ISGF3-Komplex aktiviert Gene, deren Promotor sogenannte Interferon-
stimulierte regulatorische Elemente (ISREs) enthält. Nach bisheriger Meinung vermittelt in
diesem Komplex IRF9 die DNA-bindende Aktivität und STAT2 die transaktivierende, so dass
STAT1b in diesem Komplex genauso aktiv sein sollte wie STAT1a. In einer aktuellen
Untersuchung (Pilz et al., 2003) in STAT1-defizienten Mausfibroblasten konnte jedoch
nachgewiesen werden, dass die Induktion von IFNb-Zielgenen bei fehlender Ser727-
Phosphorylierung oder bei ausschließlicher Expression von STAT1b um mehr als 70%
gegenüber der Expression von STAT1a reduziert war.
Bezüglich STAT1 wurden Experimente durchgeführt (Kumar et al., 1997), die belegen, dass
STAT1 ohne Tyr701- oder Ser727-Phosphorylierung eine wichtige Rolle bei der Induktion
von Apoptose spielt. Man vermutet dabei eine Regulation der Expression von Caspasen.
Ebenfalls führte eine Überexpression einer nicht phosphorylierbaren Tyr701Phe- STAT1-
Mutante in STAT1-defizienten U3A-Zellen zur Induktion der IFNg-induzierbaren
Proteasomunterheiten LMP2 (Chatterjee-Kishore,  2000). Dabei erfolgte die direkte Bindung
des überlappenden ICS-2/GAS-Elementes über ein IRF-1/STAT1-Heterodimer.
4.3.4.3 Biologische Funktionen von TypI und TypII Interferonen
Die biologische Funktion der zellulären Antwort auf Interferone besteht in erster Linie darin,
Infektionen durch Viren oder andere Krankheitskeime entgegenzuwirken. Die drei zentralen
Mechanismen der Abwehr von Viren sind die Aktivierung der Doppelstrang-abhängigen
Proteinkinase (PKR), der 2’,-5’-Oligoadenylatsynthetase (2-5A-Synthetase) und der Mx-
GTPasen. Die PKR und die 2-5A-Enzyme können alternativ zum IFN-Signal durch
doppelsträngige RNA (die z.B. von Viren stammt) aktiviert werden. Die aktivierte
phosphorylierte PKR phosphoryliert den Translations-Elongations-Initiations-Faktor eIF2a,
was zur Inhibition der Proteinsynthese und somit zur Apoptose von vom Virus befallenen
Zellen führt. Desweiteren ist die PKR in zahlreiche noch mechanistisch aufzuklärende
Signalwege der Kontrolle der Apoptose involviert.  Die 2-5A-Synthetase synthetisiert nach
Aktivierung kurze 2’,5’-Oligoadenylate, die wiederum Einzelstrang-RNA-verdauende
RNAse!L aktivieren. Das zytosolische MxA-Protein interagiert mit dem viralen Nukleocapsid
und interferiert mit dem intrazellulären Transport des Nukleokapsids in den Zellkern
(Übersichtsartikel Haller und Kochs, 2002).
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Der Unterschied zwischen TypI- und TypII-Interferonen liegt in der Gewichtung der
Aktivierung verschiedener Signalwege. So kann beispielsweise die Inhibition der PKR die
antivirale Wirkung von IFNg gegen EMCV neutralisieren, während IFNb immer noch
wirksam ist. Laut genanntem Übersichtartikel (Stark et al., 1998) werden die PKR- und Mx-
Gene durch TypI-Interferone induziert, während 2-5A-Synthetase und RNAseL!auch durch
IFNg induziert werden. In einer anderen Untersuchung an humanen Fibrosarkomen, die mit
Interferonen behandelt wurden (Der et al., 1998) konnte jedoch keine Induktion von 2-5A-
mRNA nach IFNg-Behandlung detektiert werden. Während TypI-Interferone demnach
vorrangig der viralen Abwehr dienen, spielt IFNg eine  zentrale Rolle in der Regulation der
Immunantwort allgemein. So werden MHCII-Moleküle im Gegensatz zu MHCI-Molekülen
lediglich von IFNg hochreguliert. Die Transaktivierung der MHCI-Gene erfolgt dabei über
IRF-1 während die MHCII-Regulation vom Transaktivatorprotein CIITA vermittelt wird.
Desweiteren induzieren beide Interferon-Typen die Expression der Untereinheiten LMP2 und
LMP7 des Immunoproteasoms (Der et al., 1998), was die Antigenpräsentation durch MHCI-
Molekülen z.B. auf B-Zellen beeinflusst. So wurde gezeigt, dass - im Gegensatz zu EBNA2-
abhängig (EBV-transformierten) wachsenden B-Zelllinien mit intaktem Immunoproteasom –
MYC–abhängig wachsende B-Zellen, die keine LMP2/LMP7-Proteasomaktivität besitzen
(Gavioli et al., 2001), nicht durch spezifische zytotoxische T-Zellen (CTL) erkannt werden,
wenn das entsprechende Antigen in diesen B-Zellen überexprimiert wurde (Staege et al.,
2002). Der Phänotyp konnte jedoch durch Zugabe von entsprechenden auf MHCI-Proteinen
präsentierbaren Peptiden wieder hergestellt werden.
Im Gegensatz zu TypI-Interferonen wird IFNg nur von wenigen Zellen (T–Zellen und
NK–Zellen) ausgeschüttet. Neben der Aktivierung von Macrophagen (durch TH1-Zellen),
induziert IFNg die Differenzierung CD4-positiver T-Zellen zu TH1-Zellen und beeinflusst
den Immunglobulin-Isotyp-Switch  in B-Zellen.
4.3.4.4 Vorangegangene Untersuchungen in EREB2-5 und P493-6 und neue Ergebnisse
Wie schon oben angeklungen, wurde bereits in vorangegangenen Untersuchungen (Gavioli et
al., 2001,  Staege et al., 2002) festgestellt, dass das Immunproteasom in MYC-abhängig
wachsenden, BL-ähnlichen B-Zellen (A1, P493-6 + MYC/-EBNA2) und BLs weniger aktiv
ist als in B-Zellen, die EBNA2-abhängig wachsen (LCLs, EREB2-5, P493-6 + EBNA2/-
MYC). In BL-Zellen ist die Expression der IFN-induzierbaren katalytischen Untereinheiten
Lmp2, Lmp7 und MECL–1 und der regulatorischen Untereinheiten PA28a/b im Vergleich zu
LCLs reprimiert. Dies hatte eine geringere Immunogenität der BL-ähnlichen Zellen zur Folge,
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die sich in geringerer CTL-Antwort (s.o.) und geringerer Stimulation der Proliferation von
PBMCs (aus peripherem Blut gewonnene mononukleäre Zellen) äußerte. Da in den genannten
Arbeiten ein konditionales Zellsystem verwendet wurde (P493-6), in dem man entweder
MYC oder EBNA2 induzieren kann, konnten genetische oder epigenetische Effekte
ausgeschlossen und die unterschiedliche Proteasomaktivität bzw. Immunogenität auf MYC
bzw. EBNA2 zurückgeführt werden. Bisher war jedoch der Mechanismus, wie diese
Regulation erfolgen konnte, unklar.
Die Auswertung der Microarrays (Lymphochip) ergab, dass STAT1-mRNA in EREB2-5-
Zellen, die arretiert sind, am stärksten exprimiert ist, also vermutlich negativ mit Proliferation
korreliert. Dies könnte, da arretierte EREB2-5-Zellen 3 Tage nach Östrogenentzug beginnen,
apoptotisch zu werden,  auch mit der Apoptose-regulierenden Funktion von STAT1 (s.o.) zu
tun haben. Desweiteren fiel auf, dass von EBV abhängig proliferierende Zellen STAT1
stärker exprimieren als Zellen, die MYC-abhängig proliferieren (Abb.!29A, Abb.!40 mit
Ausnahme der Zelllinie Mukira).
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Abb.!40: Vergleich der Expressionsmuster von NFkB2, STAT1, MYC und LMP1. Um einen Vergleich zu
vereinfachen, wurden die maximalen Expressionen auf "100" normiert.
Die höhere Expression von STAT1 in LCLs erfolgt nach neuesten Erkenntnissen vermutlich
durch die Expression des viralen LMP1, das über NFkB und weitere bisher unbekannte den
Zell-Zell-Kontakt mit einbeziehende Mechanismen die STAT1-Expression induziert
(Richardson et al., 2003). Beim Vergleich der mRNA-Expressionsprofile von LMP1 und
STAT1 fällt jedoch auf, dass die STAT1-Expression mit der Expression von LMP1 nur in der
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Gruppe der proliferierenden LCLs korreliert (Abb.!40). In der EREB2-5-Kinetik (Abb.!30)
nimmt STAT1 drei bis acht Stunden nach Östrogenzugabe ab, während LMP1 im gleichen
Zeitraum ansteigt. Der Vergleich der P493-6-Zellen mit und ohne Tetrazyklin (d.h. -/+ MYC)
ergab eine geringe aber reproduzierbare STAT1-Repression nach MYC-Aktivierung, die auch
in vier unabhängigen Affymetrix-Arrayhybridisierungen beobachtet wurde (Schuhmacher et
al., 2001, Schlosser et al., pers. Mitteilung). Auch die A1- und BL-Linien zeichneten sich mit
Ausnahme von Mukira-Zellen durch eine extrem niedrige STAT1-RNA-Menge aus. Dies
deckt sich mit der Beobachtung, dass in der EREB2-5-Kinetik die MYC-Expression negativ
mit der STAT1-Expression korreliert. Wenn, wie es die Literatur suggeriert, STAT1 ein
NFkB-Zielgen sein sollte, könnte MYC über Repression von NFkB, wie es in Abschnitt
4.3.3.1 beschrieben wurde, ebenfalls die STAT1-Expression inhibieren, während LMP1
STAT1 gleichzeitig induziert. Aufschluss darüber, ob MYC direkt an der Repression des
STAT1-Genes beteiligt ist, können MYC/MIZ-Chromatin-Immunoprezipitationen geben
(Wanzel et al., 2003).
Westernblot-Daten, in denen noch weitere LCL- und auch EBV-negative BL-Linien
miteinbezogen wurden, bestätigten die STAT1-mRNA-Ergebnisse (Abb.!29). Die Differenz
der im Westernblot sichtbar gemachten STAT1-Gesamtproteinmenge zwischen den EBV-
abhängig und MYC-abhängig wachsenden Zellen überschreitet sogar die Differenz in der
mRNA-Expression, was möglicherweise auf unterschiedliche Degradationsraten in den
beiden Zelltypen zurückzuführen ist. Komplett andere Mengenverhältnisse ergeben sich
hinsichtlich der Tyr701-Phopsphorylierung von STAT1. Zwar ist im Durchschnitt die Menge
an Phospho-Tyr701-STAT1 in LCLs im allgemeinen höher als in BLs, dabei ist jedoch der
Tyr701-Phosphorylierungsgrad von STAT1 in LCLs offensichtlich wesentlich geringer als in
BLs. Dies erkennt man am deutlichsten beim Vergleich der Linien LCLBucher und BL70
(Abb.!29), die fast identische Phospho-Tyr701-STAT1-Signale aufweisen. In BL70-Zellen ist
jedoch auch bei langer Exposition kein STAT1-Gesamtprotein in BL70 nachweisbar.
Angesichts der in der Literatur beschriebenen Induktion der Phosphorylierung durch LMP1
(Gires et al., 1999, Dirmeier et al., Doktorarbeit 2002) überrascht dieser Befund.
Möglicherweise läßt sich der Widerspruch dadurch erklären, dass in den genannten Arbeiten
mit Hilfe konditionaler Systeme nur sehr kurzfristige Effekte (halbstündige Quervernetzung
von LMP1-C-terminus-NGFR-Fusionproteinen) untersucht wurden. Die in dieser Arbeit
gemachte Beobachtung wird durch Arbeiten bestätigt, in denen konstitutiv exprimiertes wt-
LMP1 keinen Unterschied der Phosphorylierung von STAT1 bewirkte (Richardson et al.,
2003, Higuchi et al., 2002). Denkbar wäre eine gleichzeitige LMP1-vermittelte Induktion
Diskussion
106
regulatorischer Moleküle wie die Phosphatase SHP-2, die sowohl Ser727 als auch Tyr701
dephosphoryliert (Wu et al., 2002). Der JAK-Inhibitor SOCS-1 ist auszuschließen, da dieser
in BLs und LCLs ähnlich stark exprimiert wurde (Abb. 27D). Auffallend ist dabei ebenfalls,
dass der Phosphorylierungsgrad von STAT1 in der EBV-konvertierten (=infizierten) BL2-
Linie wesentlich höher ist als in LCLs, was bedeuten kann, dass EBV-unabhängige
Mechanismen, die mit Herkunft und Entwicklungsstatus der Zelle zu tun haben, die
Phosphorylierung von STAT1 beeinflussen.
Dagegen zeigt die EREB2-5-Kinetik im Westernblot eine klare Induktion von Phospho-
Ser727-STAT1. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass laut der bisherigen Literatur
(s.o.) für die TypI-Interferonantwort keine Tyr701-Phosphorylierung aber Ser727-
Phosphorylierung von STAT1 erforderlich ist. Dies korreliert damit, dass im mRNA-
Expressions-Cluster von STAT1 fast ausschließlich TypI-Interferon-induzierte bzw. relevante
Gene enthalten, die nach Der et al. (1998) nicht durch IFNg induziert werden (MxA, SP100,
IFI-6-16, ISGF3g, Staf50). Dies würde bedeuten, dass EBV in erster Linie den IFNa/b und
nur in geringem Maße den IFNg-Signalweg aktiviert.  Der IFNa/b-Signalweg ist aber
offenbar nicht vollständig aktiv, da der Anteil an phosphoryliertem eIF2a (eIF2a wird durch
eine aktivierte PKR phosphoryliert) in LCLs nur geringfügig höher ist als in BL-Linien und
der A1-Linie. Möglicherweise ist sowohl in LCLs als auch in BLs die Aktivierung der PKR
durch die Expression der viralen EBERs gehemmt (Sharp et al., 1993; Yamamoto et al., 2000;
Nanbo et al., 2002)
Zusammenfassend kann man aus mRNA und noch besser aus Westernblot-Daten deutlich
erkennen, dass die STAT1-Expression im Laufe einer MYC-abhängigen Proliferation
reprimiert und im Laufe einer EBV-vermittelten Proliferation induziert ist. Diese
Erkenntnisse legen nahe, dass die MYC-induzierte Repression von STAT1 und somit die
Repression des IFN-Signalweges das molekulare Bindeglied zwischen MYC-Expression
einerseits und Repression der B-Zell-Immunogenität andererseits darstellen. Ob die Induktion
der IFN-Antwort eine durch EBV provozierte virusspezifische Antwort der Wirtszelle ist, die
das Virus durch Expression von EBERs und weitgehende Repression der Phosphorylierung
von Tyr701 kompensieren muss oder ob STAT1 für das in vivo-Überleben des Virus
(Persistenz in Gedächnis-B-Zellen) von Vorteil ist, bleibt letztlich bis zur Entwicklung
geeigneter Tiermodelle ungeklärt. Die Existenz von STAT1-defizienten LCLs zeigt, dass
STAT1 für die in vitro-Immortalisierung von B-Zellen nicht benötigt wird (Depuis et al.,
2003). Die Expression von STAT1 und entsprechender konstitutiv aktiver oder
unterschiedlich phosphorylierbarer STAT1-Mutanten in A1 und P493-6 wird schließlich die
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Frage klären, ob und welche Form von STAT1 die Immunogenität dieser Zellen wieder
herstellt.
4.3.5 T-Zellrekrutierung und B-Zellaktivierung durch EBNA2-Zielgene
Neben SDF1a, MIP1a und MDC aus den Run-On-Daten wurden bei der Microarray-Analyse
von BLs und LCLs auf Lymphochips (Abb.!27A/B) weitere Chemokine gefunden, die in BLs
reprimiert, aber in LCLs und durch EBNA2-Expression in EREB2-5 induziert wurden. Dazu
gehören MIP1b, IP10, Mig, Mig-2, LARC, Lymphotactin (SCM1a) und SCM1b, die laut
Literatur (Übersichtsartikel Chensue, 2001, Baggiolini, 1998) alle chemotaktisch auf
aktivierte T-Helferzellen (TH-Zellen) wirken (Abb.!41).
Rezeptor und Chemokin
..................................................................................................................
CXCR3   IP10, Mig
CXCR4   SDF-1
..................................................................................................................
CCR1      RANTES, MIP1a, MCP-2, MCP-3
CCR2      MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4
CCR3      Eotaxin, Eotaxin-2, RANTES, MCP-2, MCP-3, MCP-4
CCR4      TARC, MDC
CCR5      RANTES, MIP1a, MIP1b
CCR6      LARC/MIP-3a/Exodus
CCR7      ELC/MIP-3b
..................................................................................................................
CX3CR1 Fraktalkine/Neurotactin
XCR        XCL (z.B. Lymphotactin, SCM1b)
Abb.!41 (nach Baggiolini et al., 1998): Humane Chemokinrezeptoren, ihre Liganden und Präsenz auf weißen
Blutzellen. Fett gedruckte Chemokine sind durch EBV/EBNA2 induziert. CCR4 und XCR wurden ebenso als
auf TH-Zellen exprimierte Chemokinrezeptoren beschrieben.
Dabei gelten CXCR3 (Rezeptor für Mig und IP10) als TH1-zellspezifisch und CCR4
(Rezeptor für TARC und MDC) als TH2-zellspezifisch exprimierte Chemokinrezeptoren.
MDC und LARC sollen auch Chemoattraktoren für T-Gedächnis-Zellen und aktivierte TH1-
und CD8-T-Zellen sein (Ghia et al., 2001, Kimura et al., 2002). Die Rekrutierung von TH-
Zellen passt zu Beobachtungen von Sutkowski et al. (2001), dass EBV das Superantigen
HERV-K18 (ein endogenes Retrovirus) induziert, das effizient T-Zellen stimuliert. Die
Wichtigkeit von HERV-K18 und somit die Stimulation von TH-Zellen für den EBV-
Lebenszyklus wird dadurch untermauert, dass Neue-Welt-Primaten, die das HERV-K18-Gen
Neutrophile                Makrophagen
Eosinophile                 Basophile
Macrophagen
T -Lymphozyten
CCR4
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nicht besitzen, nach Infektion mit EBV keine Persistenz in Gedächnis-B-Zellen entwickeln.
Gleichzeitig werden laut Array-Daten Komponenten des BCR-Signalkomplexes (CD79B/Igb,
CD79A/Iga, Syk, Immunglobulin Leichte und Schwere Ketten) herunterreguliert, wodurch
vermutlich die Aufnahme und Prozessierung von Antigenen und eine entsprechende
antigenspezifische T-Zell-Aktivierung verhindert wird. Es wäre auch denkbar, dass mit dem
Ausschalten des BCR-Signalkomplexes dem Virus die Möglichkeit eingeräumt wird, allein
über LMP2a einen positiven BCR-Stimulus zu imitieren, der für die Differenzierung zur
Gedächnis-B-Zelle nötig ist. Als Szenario ist denkbar, dass die von der Spezifität des BCR
unabhängige polyklonale Rekrutierung und Aktivierung von TH-Zellen eine wichtige Rolle
bei der Abschaltung des viralen Proliferationsprogrammes und damit bei der Etablierung der
in vivo Latenz des Virus in B-Zellen spielt.  Auch könnte hierdurch die Ausreifung der
infizierten B-Zellen in Gedächtniszellen und/oder die Entwicklung von zytotoxischen T-
Zellen begünstigt werden, die weiter proliferierende virusinfizierte B-Zellen eliminieren und
so das Überleben des infizierten Wirtsorganismus gewährleisten.
Die Repression der genannten Chemokine (bis auf MIP1a/b, die induziert werden) könnte im
Umkehrschluss eine weitere Erklärung für die geringe Immunogenität von BLs in Bezug auf
die T-Zell-Antwort sein.
4.3.6 TypIII-Gene
TIMP-1 und Tcl-1a gehören zu den Genen, deren Expression in LCLs und BLs am meisten
differiert (50-100facher Unterschied). Dabei zeigt TIMP-1 neben einer mehr als 10fach
geringeren Expression in arretierten P493-6 gegenüber arretierten EREB2-5  in der MYC-
Indukitionskinetik (P493-6) eine mehr als 5fache Repression. MYC wirkt also aktiv an der
Repression von TIMP-1 mit. TIMP-1 ist als Inhibitor von Matrixmetalloproteinasen (MMPs)
maßgeblich an der negativen Regulation der Angiogenese beteiligt: Je mehr TIMP-1
exprimiert wird, desto mehr werden die für die Umstrukturierung des Gewebes nötigen
MMPs gehemmt. Auf der anderen Seite induziert TIMP-1 die Expression von IL-10 und wirkt
antiapoptotisch, wenn man es in EBV-negativen BLs exprimiert. So konnten Guedez et al.
(2001) bei Transplantationsversuchen in Nacktmäusen durch Expression von TIMP-1 in
EBV-negativen BLs den Phänotyp von EBV-positiven-BLs mit aktiviertem EBV-
Latenzprogramm (=Latenz-Typ2/3-BLs) herbeiführen: TIMP-1 beschleunigt zunächst das
Tumorwachstum, verhindert aber die Angiogenese, so dass der Tumor wegen mangelnder
Versorgung/Durchblutung nur zu einer bestimmten Größe wachsen kann. Somit wurde im
Lymphochip-Screen ein Schlüsselprotein "wiederentdeckt", das entscheidend die
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Eigenschaften und das pathogene Verhalten von BLs und LCLs prägt. Möglicherweise
handelt es sich bei Tcl-1a, das in transgenen Mäusen Lymphome generiert (Hoyer et al.,
2002) und GLUT5, dessen biologische Relevanz noch vollkommen unklar ist, um ähnlich
wichtige Moleküle. Zunächst lag es aufgrund der MYC-unabhängigen Expression von Tcl-1a
und Glut5 nahe, dass es sich um konstitutiv aktivierte Gene handelt, die mit MYC
koexprimiert werden müssen, um eine nichtapoptotische proliferative Wirkung von MYC zu
ermöglichen. Erstaunlicherweise lassen sich aber beide mRNAs durch EBNA2 in P493-6
reprimieren. Die biologische Relevanz des für D-Fructose spezifischen Transporters GLUT5
ist noch ungewiss. Die reziproke Expression des D-Glucose-spezifischen Transportes GLUT3
(Abb.!31b) könnte ein Hinweis auf alternative Stoffwechselwege von BLs und LCLs sein.
Interessant wäre in diesem Zusammenhang der Einsatz der für GLUT5 spezifischen
Inhibitoren, wie sie von Girniene et al. (2003) beschrieben wurden.
4.4 Abschließender Vergleich der Methoden
Mit Hilfe der Microarraytechnologie (mRNA-Hybridisierungen auf Lymphochips) konnten in
relativ kurzer Zeit und mit einem im Vergleich zur 2D-Analyse mit geringem
Arbeitseitaufwand sehr viel mehr Daten erhoben werden. Die systematische Analyse der
Unterschiede der mRNA-Expressionsmuster von LCLs, BLs und in vitro generierter MYC-
abhängig proliferierender Zelllinien ermöglichte durch Clusteranalyse die Zuordnung
differentiell regulierter Signalwege (NFkB, STAT1/IFN, MYC) und gewebsspezifischer
Expressionsmuster (im Rahmen dieser Doktorarbeit nicht diskutiert). Dennoch ist diese
Methode hinsichtlich Sensitivität und Zuverlässigkeit der Run-On-Technologie und
konventionellen mRNA-Analysemethoden (Northern Blot, quantitative RT-PCR) unterlegen.
So wurden klare/stark induzierte im Northernblot oder in der Real-Time-PCR bewiesene
EBNA2-Zielgene (SDF1, SIAT1, CD22 und CXCR4) der EREB2-5-EBNA2-
Induktionskinetik in der Lymphochip-Analyse nur als sehr schwach induziert oder
entgegengesetzt reguliert gefunden. Ein schwer lösbares Problem könnte dabei die
Normalisierung der Arraydaten auf die Gesamtfluoreszenz der Probe darstellen, da in
EREB2-5-Zellen durch Induktion von EBNA2 möglicherweise vielmehr B-Zell-relevante
Gene induziert als reprimiert werden, so dass auf den auf B-Zell-Gene spezialisierten
Lymphochips ebenfalls die Gesamtfluoreszenz gegenüber arretierten EREB2-5 erhöht ist. So
stellt auch bei der Real-Time-RT-PCR die Wahl eines Genes, das nicht durch EBNA2 oder
MYC reguliert wird, ein Problem dar, da die üblichen mRNAs, die zur Standardisierung
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benutzt werden ("house-keeping-Gene") wie GAPDH durch MYC und/oder EBNA2 induziert
werden.
Da viele Proteine in der Zelle auf posttranslationaler Ebene reguliert werden (eine Ausnahme
sind hier sezernierte Proteine wie Chemokine und Zytokine), kann ein mRNA-Profil jedoch
nur der Ausgangspunkt für weitere Untersuchungen auf Proteinebene und hinsichtlich
biologischer Funktion sein, wie die Experimente mit STAT1 und SIAT1 eindrucksvoll
belegen. Ebenso wurde weder auf Lymphochips noch auf Affimetrixchips die Regulation von
eIF-5A, GMFg oder AF103803 detektiert, weil diese mRNAs entweder nicht reguliert
(eIF–5A) oder nicht als Probe vorhanden waren. In Zukunft werden vermutlich für das
Erstellen von Expressionsprofilen Screeningmethoden genutzt, die schnellen Durchsatz und
Identifikation von Proteinen (inklusive Modifikationen) mit Quantifizierung verbinden
(beschrieben in Aebersold und Mann, 2003 ).
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5 Zusammenfassung
Das Epstein Barr Virus (EBV) ist ein ubiquitär vorkommendes Herpesvirus, mit dem etwa
weltweit 90% der erwachsenen Bevölkerung permanent infiziert sind. Die zumeist
asymptomatisch verlaufende Infektion betrifft primäre B–Zellen des Rachenraumes, die nach
Aufnahme des Virus entweder zur Virus-Produktion (lytischer Zyklus) oder zur Proliferation
angeregt werden (Latenzprogramm, Entstehung von B-Lymphoblasten). Letzteres wird durch
den viralen Transkriptionsfaktor EBNA2 kontrolliert, der durch seine viralen und zellulären
Zielgene ruhende B-Zellen in vitro immortalisieren kann.  Die EBV-infizierten B-
Lymphoblasten werden in vivo effizient durch T-Zellen erkannt und abgetötet. EBV
entkommt der Immunantwort durch Persistenz in Gedächtnis-B-Zellen, die vermutlich durch
Differenzierung der infizierten B-Lymphoblasten entstehen. Es gibt Hinweise, dass diese
Differenzierung EBV-vermittelt unter der Mitwirkung von T-Helfer-Zellen abläuft, was auf
eine komplexe Kommunikation des Virus mit dem Immunsystem schließen lässt.
In der vorliegenden Arbeit wurden Mechanismen der EBV-vermittelten B-Zell-
Immortalisierung und -Kommunikation untersucht. Ein Vergleich von EBNA2-Zielgenen mit
Zielgenen des Protoonkogens c-myc, das bei Überexpression B-Zell-Proliferation induzieren
kann, ermöglichte dabei die Unterscheidung von Zielgenen, die mit Proliferation und B-Zell-
Kommunikation assoziiert sind. Die methodische Herangehensweise bestand in der Proteom-
Analyse (2D-Gelelektrophorese mit massenspektrometrischer Proteinidentifikation),
Promotoraktivitäts-Analyse (nukleärer Run-On) und einer umfassenden mRNA-Expressions-
Analyse (DNA-Chip-Hybridisierung) konditional oder permanent MYC- oder EBV/EBNA2-
abhängig proliferierender Zellen.
Die erhaltenen Daten bestätigen, dass die von EBNA2 und MYC gemeinsam induzierten
Zielgene in grundlegende Prozesse der Lebenserhaltung wie den Nukleotid-, Protein-, und
Polyamin-Stoffwechsel, sowie in die oxidative Stressantwort, DNA-Reparatur und Zellteilung
involviert sind. Dagegen waren gegensätzlich regulierte Gene funktionell in den Bereich B-
Zell-Signaltransduktion- und B-Zell-Kommunikation einzuordnen. Die EBV-abhängige
Proliferation ist sowohl mit der Aktivierung des NFkB-Signalwegs assoziiert, als auch mit der
verstärkten Expression zentraler Komponenten der Interferon (IFN)-Antwort (insbesondere
STAT1) und mit der Repression von Komponenten des B-Zell-Rezeptors (BCR) und der
BCR-Signaltransduktion. Die NFkB-Aktivierung führt zur Induktion von antiapoptotischen
Genen und von Chemoattraktoren für T-Helferzellen.
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Die aus Array- und Protein-Daten hervorgehende EBV/EBNA2-vermittelte Aktivierung des
NFkB- und des IFN-Signalweges einerseits und die MYC-vermittelte Repression derselben
andererseits könnten das molekulare Bindeglied zwischen EBV-vermittelter T-Zell-
Stimulation und MYC-vermittelter Immuntoleranz darstellen. Die chemokinvermittelte T-
Zell-Rekrutierung und die vermutlich durch STAT1-Expression begünstigte Antigen-
präsentation weisen T-Zellen eine aktive Rolle bei der Reifung von EBV-infizierten
Lymphoblasten zu B-Gedächtniszellen zu.
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7 Abkürzungen
ml Mikroliter
mM Mikromolar
°C Temperatur in Grad-Celsius
A (in DNA-Sequenz) Desoxyadenosin-5’-phosphat
Abb. Abbildung
Acc Accession-Nummer
AS Aminosäure
ATP Adenosintriphosphat
BCR B-Zell-Rezeptor
BGH Rinderwachstumshormon („bovine growth hormone“)
BL Burkittlymphom
bp Basenpaar
C (in DNA-Sequenz) Desoxycytidin-5’-phosphat
CD cluster of differentiation/ cluster determinants
cDNA komplementäre DNA
CMV Cytomegalievirus
CR Komplementrezeptor („complement receptor“)
Cx Cycloheximid
DAH Diaminoheptan
DEAE Diethylaminoethyl
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonucleinsäure
dNTP Desoxyribonucleotidtriphosphat
DTE 1,4-Dithioeritol
E. coli Escherichia coli
EBNA EBV nukleäres Antigen
EBV Epstein-Barr Virus
ECL verstärkte chemische Lumineszenz
 („Enhanced Chemical Luminescence“)
EDTA Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetra-acetat
EGF epidermaler Wachstumsfaktor (epdermal growth factor)
eIF eukaryontischer Initiations-Translations-Faktor
EMSA Electromobility Shift Assay
ER Östrogenrezeptor
EREB2-5 B-Zelllinie mit ER-EBNA2-Fusionsprotein
FCS Fötales Kälberserum
FceRII Fce-Rezeptor II
G (in DNA-Sequenz) Desoxyguanosin-5’-phosphat
GFP grün fluoreszierendes Protein („green fluorescent protein“)
h Stunde
h (als Kürzel vor Name) human
HAT Histonacetyl-Transferase
HDAC Histondeacetylase
IEF Isoelektrische Fokussierung
Ig Immunglobulin
IKK IkB-Kinase
IL Interleukin
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INF Interferon
IRF Interferon Response Factor
IkB NFkB-Inhibitor
kD Kilodalton
LB “Luria Bertani“
LCL Lymphoblastoide Zelllinie
LMP Latentes Membranprotein
LMP-Agarose Agarose mit geringem Schmelzpunkt (“Low Melting Point“)
LPS Lipopolysaccharid
M mol/l
mA Milliamper
MALDI-ToF-MS Matrix-assistierte Laserdesorptions/Ionisations-Flugzeit-
Massenspektrometrie
MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase
MEF Embryonaler Mausfibroblast
Mn-SOD Mangan-abhängige Superoxiddismutase
mRNA messenger-Ribonukleinsäure
MYD88 Myloid Differentiation Primary Response Gene 88
MYC Onkogen aus dem Avian Myelocytomatosis Virus
NEMO NFkB essentieller Modulator
NES Kernexport-Signal
NFkB Nukleärer Faktor kB
NIK NFkB induzierende Kinase
NLS Kernlokalisations-Sequenz
ODC Ornithindecarboxylase
P493-6 von EREB2-5 stammende Zelllinie, die unter der Kontrolle von
Tetrazyklin (Tet-Off-System) MYC exprimiert
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
pBKS pBlueskript II KS (Stratagene)
PBMC aus peripherem Blut gewonnene mononukleäre Zellen
PBS “Phosphate buffered saline“
PBS Phosphate Buffered Saline
PCR Polymerasekettenreaktion
PKC Proteinserinkinase C
PLC Phospholipase C
RNA Ribonukleinsäure
rpm Umdrehungen pro Minute (“rounds per minute“)
RT Raumtemperatur
RT-PCR PCR mit cDNA aus reverser Transkription von Zell-mRNA
SAMDC S-Adenosylmethionin-Decarboxylase
SDS Natriumdodecylsulfat
SDS-PAGE Natriumdodecylsulphat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
sec Sekunde(n)
SH2 Src Homology Domäne Typ 2
SH3 Src Homology Domäne Typ 3
STAT Signal Tranducer and Activator of Transcription
t (in DNA-Sequenz) Desoxythymidin-5’-phosphat
TAE Tris-Acetat-EDTA
TBS „Tris-buffered saline“
TCR T-Zell-Rezeptor
TD Transaktivierungsdomäne
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TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tet Tetrazyklin
TGFb transformierender Wachstumfaktor b
 („transforming growth factor!b")
TIMP-1 Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 1
TLR Toll like Rezeptor
TNF Tumor Nekrose Faktor
TRAF TNF-Rezeptor assoziierter Faktor
TRIS Tris-(hydroxymethyl)-ammoniummethan
u Einheit der Enzymaktivität (Definition durch Hersteller)
V Volt
w/v Verhältnis Masse/Volumen
x g fache Erdbeschleunigung
Bezeichnung der Aminosäuren im ein-Buchstaben-Code, drei-Buchstaben-Code
Code Aminosäure Code Aminosäure Code Aminosäure Code Aminosäure
A, Ala Alanin G, Gly Glycin M, Met Methionin S, Ser Serin
C, Cys Cystein H, His Histidin N, Asn Asparagin T, Thr Threonin
D, Asp Aspartat I, Iso Isoleucin P, Pro Prolin V, Val Valin
E, Glu Glutamat K, Lys Lysin Q, Gln Glutamin W, Trp Tryptophan
F, Phe Phenylalanin L, Leu Leucin R, Arg Arginin Y, Tyr Tyrosin
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